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L’étude des piroplasmoses de |’Afrique du Nord nous a montré 
Vexistence, dans ce pays, de cing infections bovines dues a des 
piroplasmes : la piroplasmose vraie 4 Piroplasma bigeminum, la 
babésiellose 4 Babesiella berbera, la theilériose 4 Theileria dispar, 
la theilériose 4 Theileria mutans, |’anaplasmose 4 Anaplasma mar- 
ginale. 

Au cours des recherches que nous poursuivons depuis vingt- 
cing ans sur ces maladies infectieuses (2), nous avons expérimenté, 
en vue de comparaisons, outre les cing piroplasmes bovins algé- 
riens, douze souches microbiennes, originaires d’autres pays, qui 
leur sont apparentées : 


(1) Cet article est tiré d’un ouvrage sous presse : Edmond Sencent, A. 
Donatien, L. Parror et F. Lesroguarp (in memoriam), Etudes sur les 
piroplasmoses bovines, 1945, 816 pages, 325 figures, Institut Pasteur, 
Alger. 

(2) Voir ces Annales, mars 1921, 35, 193 ; avril 1924, 38, 273 ; juillet 
1926, 40, 582 ; juillet-novembre 1927, 44, 721 et 1175 ; mai 1927, 44, 489 ; 
juillet 1931, 47, 63 ; décembre 1931, 47, 579 ; septembre 1933, 54, 284 ; 
juillet 1936, 57, 30 ; octobre 1940, 65, 199. 
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Piroplasma bigeminum du Mexique ; Piroplasma bigeminum 
d’ Argentine. 

Babesiella bovis d’Europe. 

Babesiella major d’ Europe. 

Babesiella argentina du Brésil ; Babesiella argentina du Mexi- 

ue. 

: Theileria dispar de Palestine ; Theileria dispar de |'Iran. 

Theileria parva d’ Afrique du Sud. 

Anaplasma marginale d’Argentine ; Anaplasma marginale du 
Brésil. 

Anaplasma centrale d’Afrique du Sud. 

L’étude expérimentale de ces 17 piroplasmes a servi de base a 
des procédés de vaccinations prémunitives antipiroplasmiques, qui 
ont été mises en pratique en Afrique du Nord et en Palestine. 

Elle souléve, d’autre part, une foule de questions de morpho- 
logie, de biologie et de pathologie générales. Quelques-unes de ces 
questions semblent mériter qu’on les reprenne pour les comparer 
entre elles et les commenter. Nous les passerons en revue, en ter- 
minant par la plus importante : le probléme de |’infection latente, 
et de la prémunition corrélative. 


I. — Pathologie comparée. Ressemblances et dissemblances. 


Questions de classification. Importance de faibles différences morphologiques. 
Tropismes des parasites. Associations parasitaires. Occultation parasitaire. Dégra- 
dation parasitaire provoquée. Souches rendues artificiellement insexuées. Pas 
de schizogonie régressive des gamétocytes. Modes de reproduction asexuée. 
Virulence naturelle comparée des cing .piroplasmoses. Virulence stable chez 
les Theileria et les Anaplasma, instable chez les Piroplasma et les Babesiella. 
Influence possible de campagnes prémunilives répétées sur la gravité de 
l’enzootie theilérique. Le « seuil de danger » des facteurs épizootiques. Effet 
de la splénectomie sur le parasitisme. Spécificité des médicaments. Conser- 
vation des anaplasmes bovins dans l’organisme du mouton. Spécificité de la 
sensibilité des tiques aux virus des piroplasmoses. Conservation des parasites 
chez les tiques. Enkystement des zygotes de Theileria chez la tique. 


QUESTIONS DE CLASSIFICATION. 


La premiére question qui se pose lorsqu’on étudie les agents 
étiologiques de maladies infectieuses est celle de leur place dans 
la systématique. Quand il s’agit de microbes, c’est-a-dire d’étres 
Si petits qu’ils ne sont visibles qu’au microscope, toute classifica- 
tion est malaisée. De ce point de vue, il faut distinguer, parmi les 
microbes, les bactéries des protozoaires. Pour la différenciation 
des bactéries, la morphologie ne fournit que des caractéres insuf- 
fisants (3). Si l’on s’en contentait, les espéces bactériennes 


(3) On pourrait, 4 ce sujet, rappeler le vers de Lucréce : Nec possunt 
oculi naturam noscere rerum. 
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seraient de « mauvaises espéces », tandis qu’en botanique, par 
exemple, la morphologie fournit des bases solides a la taxinomie. 
Ce sont leurs propriétés biochimiques et pathogénes qui permet- 
tent en deéfinitive le classement des bactéries. Ainsi, la seule 
morphologie ne permet pas de distinguer le bacille tuberculeux 
des innombrables bacilles acido-résistants qui ont été décrits, 
tandis que son pouvoir pathogéne a l’égard des animaux-réactifs 
lui confére une individualité indiscutable. Miais les protozoaires 
parasites, 4 cause de leur structure plus compliquée que celle 
des bactéries, et, pour certains, de leur double mode de repro- 
duction, sexué et asexué, offrent un plus grand nombre de points 
de comparaison, par conséquent de différenciation. Les premiers 
observateurs de protozoaires parasites ont surtout tenu compte, 
pour leur classification, des caractéres morphologiques, qui se 
présentent 4 l’examen direct. Actuellement, on a tendance A atta- 
cher une importance de plus en plus grande aux caractéres biolo- 
giques : le pouvoir pathogéne, la réaction aux médicaments, et 
surtout les propriétés immunologiques décelées par l’épreuve des 
réinoculations croisées de Laveran et Mesnil. 

I] est frappant de voir comment les 17 agents de piroplasmoses 
bovines que nous avons étudiés, et que rapprochent des carac- 
teres généraux de ressemblance, sont séparés en familles, genres 
et espéces, par des traits de dissemblance souvent trés ténus. II 
en résulte la nécessité impérieuse, pour l’étude des protozoaires 
pathogénes, de ne se fier qu’a la méthode expérimentale, soumise 
rigoureusement a la triple exigence suivante : n’opérer qu’avec 
des microbes obtenus a |’état d’infection pure — sur des animaux 
sirement neufs — chaque expérience comportant des sujets 
« témoins », neufs aussi. 


IMPORTANCE DE FAIBLES DIFFERENCES MORPHOLOGIQUES. 


Dans la famille des Prroprasmipes, les Piroplasma et les 
Babesiella des Bovins sont de méme forme, et nombre d’auteurs 
les confondent encore, les faisant entrer les uns et les autres 
dans un seul genre Piroplasma ou Babesia. En réalité, les Piro- 
plasma sont généralement plus grands que les Babesiella : quand 
ils ont atteint tout leur développement, leur longueur dépasse 
celle du rayon du globule rouge qui les loge, tandis que les 
Babesiella sont toujours plus petites que ce rayon. Il en résulte 
que ces deux genres de parasites prennent un aspect trés différent 
au moment de leur reproduction par division binaire, a ]’intérieur 
d’un globule rouge. L’élément en bissac qui résulte de ]’étirement, 
suivi de l’étranglement en son. milieu, du Piroplasma, est forcé 
de se plier en deux : d’ou la forme « bigéminée » caractéristique ; 
tandis que les Babesiella peuvent se diviser sans se recourber, et 
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les deux éléments qui résultent de la bipartition rester dans le pro- 
longement l’un de l’autre ; d’ou la forme d’ « haltére » ou de 
« boulets ramés » (4). 

A cette simple différence de taille correspond une disparité des 
caractéres biologiques trés importante. Par exemple : 

Les Piroplasma sont trés sensibles a l’action du trypanobleu, 
les Babesiella ne le sont pas du tout. 

Les Piroplasma ne prémunissent pas contre les Babesiella, ni 
les Babesiella contre les Piroplasma. 

Dans la famille des Tueméripes, Th. parva, Th. dispar et 
Th. mutans ont toutes trois, dans des proportions variables, des 
gamétocytes en forme de batonnets. Mais, tandis que chez 
Th. parva et Th. dispar les batonnets ont un noyau punctiforme 
(les « virgules » de parva), les batonnets de Th. mutans possédent 
un noyau allongé, bacilliforme, qui occupe Ja moitié de la lon- 
gueur du gamétocyte. Mince différence morphologique, qui corres- 
pond a une différence biologique considérable : parva et dispar 
sont hautement pathogénes ; mutans ne |’est aucunement. 


TROPISMES DES PARASITES. 


Les agents des trois groupes de piroplasmoses : Piroplasmides, 
Theilérides, Anaplasmides, qui sont inoculés par les tiques aux 
bovins, n’envahissent pas les mémes sortes de cellules. Leurs tro- 
pismes différent. Les Piroplasmides et les Anaplasmides pénétrent 
dans les globules rouges, les Theilérides dans les cellules blanches. 
De plus, dés le début de leur cycle évolutif, une différenciation 
s’accuse : les Piroplasmides se multiplient par _ bipartitions 
répétées a ]’intérieur des globules rouges, les Theilérides par de 
grosses formes schizogoniques a mérozoites multiples, qui se 
développent dans le cytoplasme de certains leucocytes (5). La 
pullulation intense des formes asexuées des Theilérides patho- 
génes provoque la réaction de l’organisme du bovin, qui constitue 
l’accés aigu. C’est alors qu’apparaissent les gamétocytes. Les 
Piroplasmides conservent le méme tropisme A tous les stades de 
leur cycle évolutif et ne parasitent que les globules rouges, tandis 
que le tropisme des gamétocytes des Theilérides est tout A fait 
différent de celui de leurs mérozoites : au lieu d’aller, comme 


(4) Il existe en Europe une Babesiella qui, par ses dimensions, consti- 
tue une forme de transition entre les autres Babesiella et P. bigeminum : 
B. major. Les éléments en voie de division font un angle aigu comme un 
Piroplasma et non obtus comme une Babesiella. Mais toutes ses autres 
propriétés sont celles d’une Babesiella. 

(5) Les anaplasmes, microbes énigmatiques, ne semblent pas avoir 
d’autre forme de reproduction chez le bovin que la simple bipartition 4 
Vintérieur des globules rouges. 
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ceux-cl, parasiter de nouvelles cellules blanches, ils vont se loger 
dans les globules rouges, comme les Piroplasmides. De la sorte, 
les tiques, qui sucent le sang, ingérent les gamétocytes qui aché- 
veront chez elles leur cycle sporogonique. Cette évolution des 
Theileria ressemble a celle des Hacmoproteus (famille des plas- 
modides) du pigeon. 

Ainsi, du fait des tropismes différents des parasites, les 
maladies & Piroplasmides sont des maladies du sang, les. maladies 
a Theilérides des maladies du systéme lymphatique. Les Piro- 
plasmides lésent directement les globules rouges; les corps en 
grenade des Theilérides — dont les gamétocytes sont transportés 
ensuite par les hématies comme de simples corps étrangers — 
détruisent les globules blancs. 

Dans la famille des Piroplasmides, le sous-genre Babesiella 
différe du genre trés voisin des Piroplasma par son abondance 
généralement plus grande dans le sang des organes profonds que 
dans le sang de Ja circulation périphérique. Si l’on inocule a plu- 
sieurs animaux réceptifs le sang provenant de copieuses saignées 
faites a Ja jugulaire, on constate que les derniéres portions de 
sang sont plus infectieuses que les premiéres. C’est pour cette 
raison qu’on a pu dire que les babésielloses 4 B. argentina et 
a B. berbera sont des « infections viscérales ». Le fait que les 
Babesiella sont particuliérement abondantes dans les organes 
profonds est peut-étre 4 rapprocher du caractére dominant d’une 
affection sévissant en Europe, qui a longtemps intrigué les cher- 
cheurs, « la rupture de rate », dont ]’agent est justement une 
Babesiella : B. major. 

Un tropisme particulier dirige certains parasites  intra- 
globulaires vers telle ou telle zone du globule rouge. La constance 
de ce tropisme est telle que la situation occupée par le microbe 
dans la cellule a la valeur d’un caractére spécifique. 

C’est ainsi que Babesiella bovis, seule parmi toutes les espéces 
de se sous-genre, est souvent placée a |’extréme bord du globule 
rouge, comme si elle le coiffait « en calotte », tandis que toutes 
les autres Babesiella se logent a |’intérieur du globule rouge. 

C’est ainsi, également, que les deux espéces Anaplasma mar- 
ginale et Anaplasma centrale se distinguent fondamentalement 
l'une de |’autre, comme leurs noms |’indiquent, par la situation 
le plus souvent périphérique de la premiére, médiane de la 
seconde, dans le globule rouge : 

A. marginale, au bord 80 p. 100, au centre 20 pour 100 ; 

A. centrale, au bord 10 p. 100, au centre 90 p. 100. 

Les Piroplasmides, comme les Theilérides, peuvent traverser 
le placenta des vaches infectées pleines. 

Dans l’organisme des tiques ot ils achévent le cycle de leur 
évolution, les agents des piroplasmoses sont dirigés par un tro- 
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‘pisme constant vers les glandes salivaires. Mais certains Piro- 
plasmides sont poussés, de plus, par un autre tropisme, vers les 
ovaires de la tique. Un exemple connu depuis 1893 est celui de 
Piroplasma bigeminum allant parasiter les ceufs d’un Boophilus. 
Il est remarquable que ce tropisme coincide avec le fait que les 
Boophilus sont des tiques 4 un seul hdte. Ces tiques, dés qu’elles 
sont écloses, se fixent sur un bovin dont elles ne se détachent plus. 
Elles en sucent le sang pendant leurs stades larvaire, nymphal, 
adulte, muent sur place et ne quittent leur hdte qu'une fois 
gorgées et prétes a pondre. Par conséquent, si un tropisme ne 
poussait pas les P. bigeminum vers l’ovaire de la tique fécondée, 
la perpétuation du piroplasme par l’intermédiaire de Boophilus 
ne serait pas possible. Lorsqu’un Boophilus s’infecte de P. bige- 
minum, c’est sa progéniture qui est infectante. 

Un phénoméne trés curieux de persistance, chez le piroplasme, 
de ce tropisme dirigé vers les ovaires de la tique a été observé. 
Une autre tique que Boophilus peut transmettre la piroplasmose 
vraie, Rhipicephalus bursa. C’est une tique 4 deux hétes, piquant 
un premier animal aux stades larvaire et nymphal, un second au 
stade adulte. L’expérimentation montre qu’un Rh. bursa qui, aux 
stades de Jarve et de nymphe, a sucé le sang d’un porteur de 
P. bigeminum, communique, au stade adulte, l’infection a un 
animal neuf. De plus, un Rh. bursa infecté au stade adulte 
transmet aussi le virus, comme un Boophilus, a la génération 
suivante. Le tropisme qui pousse P. bigeminum A aller infecter 
les ceufs de Boophilus, tique & hdte unique, persiste done chez 
P. bigeminum quand il parasite Rh. bursa, tique 4 deux hdtes. 
On a méme vu les P. bigeminum qui ont passé ainsi d’une pre- 
miére génération de Rh. bursa aux larves d’une seconde généra- 
tion persister chez les nymphes, puis chez les adultes issus de 
ces larves. Bien plus, si des Rh. bursa infectés a la premiére 
génération se nourrissent aux stades larvaire et nymphal de la 
génération suivante sur une espéce animale insensible aux piro- 
plasmoses bovines (en l’espéce sur des chevaux), elles continuent 
a conserver le virus. Lorsque, devenues adultes, elles sont mises 
a piquer sur des bovins, elles leur transmettent P. bigeminum. 

On peut ainsi établir un paralléle entre Boophilus et Rh. bursa, 
en ce qui concerne leur capacité de transmission de P. bigeminum. 
Chez les deux tiques, P. bigeminum est héréditaire ; ’infection est 
done communiquée au beuf par la génération fille de la tique 
contaminée. Mais, de plus, Rh. bursa, tique a deux hétes, transmet 
V'infection d’un stade a l'autre d’une méme génération. Peut-étre 
Boophilus est-il un « second hdte » de P. bigeminum plus ancien 
que Rh. bursa, et peut-étre le piroplasmide, adapt¢ d’abord, chez 
Boophilus, a la vie héréditaire, c’est-a-dire ayant acquis chez cette 
tique un tropisme particulier dirigé vers les ovaires de la femelle 
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fécondée, a-t-il conservé ensuite le méme tropisme en passant 
chez Rh. bursa. 

Le fait que Piroplasma est héréditaire chez les tiques, et que 
Theileria ne lest point, explique que des Rh. bursa, infectés héré- 
ditairement de P. bigeminum, ne se « purifient » pas en passant 
sur des chevaux avant de piquer des bceufs, tandis que des 
Hyalomma infectés de Th. dispar se « purifient » en piquant des 
chevaux. En d’autres termes, la « déviation biologique » du virus 
n’est possible que si le virus n’est pas héréditaire chez la tique. 


ASSOCIATIONS PARASITAIRES. 


Le fait que l’espéce bovine est exposée, dans le méme pays, 
l'Afrique du Nord, a 5 piroplasmoses, a pour conséquence |’asso- 
ciation fréquente, dans le méme organisme, de plusieurs parasites. 
L’observation directe, par Ja clinique et par ]’examen micro- 
scopique du sang, des cas d’infection mixte qui se présentent 
dans la nature, est impuissante a dissocier les caractéres morpho- 
logiques et pathogénes propres a chacun des microbes. C’est 
ainsi que s’explique la confusion qui a fait décrire, sous le nom 
de Piroplasma annulatum, trois microbes différents : Theileria 
mutans, une Theileria pathogéne différente de Th. mutans, et des 
Anaplasma. L’étude des piroplasmoses exige en premier lieu, 
comme celle de toutes les maladies infectieuses, la séparation, a 
l’état d’infection pure, des microbes qui causent chacune d’elles. 
Des procédés variés ont été imaginés, avec de bons résultats, pour 
la séparation des germes. On a profité de la différence de durée 
des périodes d’incubation, de |’action spécifique de certains médi- 
caments, de la sensibilité spécifique que posséde telle tique pour 
telle infection, de la survie des anaplasmes et non des autres 
piroplasmes dans l’organisme des moutons auxquels on les a ino- 
culés, etc. 

L’association de plusieurs infections chez le méme sujet peut 
ageraver le pronostic. Toutefois, on a vu un veau algérien sup- 
porter sans dommages une quadruple infection : a4 Piroplasma 
bigeminum, a Babesiella berbera, a Theileria dispar, a Theileria 
mutans. On a observé aussi un veau d’Aubrac porteur de 8 infec- 
tions sanguines : 3 infections naturelles 4 Babesiella major, Thei- 
leria mutans, Rickettsia bovis, et 5 infections données au labora- 
toire : Piroplasma bigeminum, Babesiella berbera, Theileria 
dispar, Anaplasma centrale, Anaplasma marginale. 

L’association de Theileria mutans aux autres piroplasmoses, 
trés fréquente dans la nature, vient souvent compliquer la situa- 
tion sans l’aggraver, Th. mutans n’exergant jamais une action 
pathogéne. Au moment de I’accés aigu, l'association de Piro- 
plasma bigeminum peut, au contraire, augmenter l’action patho- 
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gene de Babesiella berbera et |’association de Theileria dispar 
celle de Babesiella major, sans doute parce que l’organisme ainsi 
doublement infecté ne peut opposer une défense suffisante au 
développement des deux infections. 

La contamination d’un animal en état d’infection latente méta- 
critique d’une piroplasmose, par un virus piroplasmique d’une 
autre espéce, réveille parfois cette infection latente et provoque 
une rechute qui est, en général, purement parasitaire, sans symp- 
tomes morbides. De méme, une anaplasmose intercurrente peut 
affaiblir la résistance des animaux prémunis contre Th. dispar, 
lors d’une réinoculation ultérieure de theilériose. 


OccCULTATION PARASITAIRE. 


Nous avons donné ce nom a un phénoméne particulier observé 
dans des cas d’anaplasmose. Lorsqu’un accés d’anaplasmose sur- 
vient au cours d’un accés aigu d’une autre piroplasmose, les 
parasites de celle-ci disparaissent momentanément de la circula- 
tion périphérique. Ils n’y reparaissent qu’au moment ow l’accés 
parasitaire d’anaplasmose se termine. Ce phénoméne d’ « occul- 
tation » a été noté dans 24 observations, et le fait contraire n’a 
été relevé que dans un cas (persistance de Th. mutans au cours 
d’un accés d’anaplasmose). On le retrouve dans d’autres cas 


d’infections piroplasmiques associées et aussi dans les paludismes 
de homme. 


DEGRADATION PARASITAIRE PROVOQUEE. 
SoUCHES RENDUES ARTIFICIELLEMENT INSEXUEES. 


Le sang prélevé sur un bovin en accés aigu de theilériose a 
Th. dispar contient des agamontes. Si on l’inocule 4 un bovin 
neuf, ce sang lui transmet l’infection. Des passages en série du 
virus sanguin pris a un bovin en accés aigu ont été ainsi effectués 
pendant un trés long espace de temps, pendant plus de onze ans 
dans un cas, sans que la virulence de la souche de Theileria ait 
baissé. Mais, au bout d’un nombre de passages qui varie suivant 
les souches (12 passages, 18 passages), la Theileria ne produit plus 
de gamétocytes : on n’en voit plus a l’examen microscopique du 
sang, et, preuve cruciale, les tiques placées sur le bovin ne 
s’infectent pas. On a essayé de faire recouvrer a une souche de 
Theileria, rendue ainsi, artificiellement, insexuée, le pouvoir de 
former des gamétocytes, en affaiblissant la défense organique du 
bovin-héte par la splénectomie. Ces essais ont échoué. 

Tout se passe comme si la suppression artificielle de la fonction 
sexuelle avait pour conséquence la suppression des organes 
devenus inutiles 4 la perpétuation de l’espéce. 
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Pas DE SCHIZOGONIE REGRESSIVE DES GAMETOCYTES. 


On retrouve des gamétocytes dans le sang de bovins guéris 
depuis plus de dix ans de leur accés de théilériose a Th. dispar. 
La preuve que ces gamétocytes sont actifs et féconds est donnée 
par l’infection qu’ils transmettent aux larves de Hyalomma qui les 
ingérent. Comme on ne voit jamais de formes asexuées de Thei- 
leria dans le sang des bovins ayant terminé leur accés aigu, on 
pourrait se demander, comme on l’a fait jadis pour les Plasmo- 
dium, si la perpétuation de la Theileria n’était pas. due a une 
évolution schizogonique régressive des gamétocytes. Cette hypo- 
thése est a rejeter, car on trouve des corps en grenade, rares, 
mais de structure normale, dans les cellules blanches des organes 
profonds ou du systéme lymphatique de bovins abattus pour la 
boucherie, en parfait état de santé. Ce sont ces corps en grenade 
qui, périodiquement, produisent en petit nombre les gamétocytes 
qui, pendant de trés longues années, continuent a circuler avec 
le sang. Si les gamétocytes pouvaient évoluer en éléments de divi- 
sion asexuée, les inoculations de sang trés riche en gamétocytes 
devraient pouvoir étre infectantes. Or, ces inoculations sont tou- 
jours restées sans résultat. ‘ 


MoDES DE REPRODUCTION ASEXUEE. 


Chez les Piroplasmides, la multiplication asexuée s’effectue 
par simple division binaire. Les formes bourgeonnantes, décrites 
par G. H. F. Nuttall et G. S. Graham-Smith, et que nous avons 
retrouvées dans le sang de quelques bovins porteurs de piro- 
plasmes, sont sans doute des formes amiboides, comme le pense 
E. Brumpt, plutot que des formes de reproduction. 

Chez les Theilérides, la multiplication asexuée s’effectue dans 
de grosses formes de multiplication schizogonique, les corps en 
grenade, donnant de nombreux mérozoites (agamontes). 

Chez les Anaplasmides, la bipartition seule est connue, comme 
chez les bactéries. 

En plus de ces formes si diverses de reproduction asexuée que 
présentent les trois familles de Piroplasmides et dont la signifi- 
cation ne fait pas de doute, on trouve, chez les Theilérides, des 
éléments intraglobulaires qui pourraient faire penser 4 un autre 
mode de multiplieation agamique, binaire : les formes en croix 
et les petites formes rondes binucléées. Cette hypothése n’a pas 
encore pu étre vérifiée. 


VIRULENCE NATURELLE COMPAREE DES 5 PIROPLASMOSES. 


Les 5 piroplasmoses bovines nord-africaines offrent entre elles 
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des différences remarquables quant a leur virulence naturelle 
moyenne. 

La theilériose a Theileria mutans est toujours bénigne. 
Th. mutans vit en saprophyte dans les globules rouges bovins, 
comme’ Trypanosoma lewisi dans le sang des rats. Chez les 
animaux dont on a enlevé la rate, Th. mutans prolifére d’une 
facon extraordinaire : des gamétocytes nombreux apparaissent 
pendant des mois a l’examen microscopique ; et cependant le 
bovin splénectomisé n’accuse aucun symptome morbide. 

Les atteintes des 4 piroplasmoses pathogénes provoquent le 
plus souvent un conflit organique violent dont Vissue régle en. 
peu de jours le sort de l’animal infecté : c’est rapidement la 
mort ou la guérison clinique. Cependant, les bovins qui surmon- 
tent l’accés aigu d’anaplasmose sont parfois assez longs a 
reprendre leurs forces et leur état antérieur. 

En résumé, si l’on compare la virulence naturelle des 5 piro- 
plasmoses bovines de l’Afrique du Nord, on peut dire : la thei- 
lériose A Th. mutans n’est absolument pas pathogéne. Les deux 
maladies les plus meurtriéres sont la theilériose & Th. dispar et 
la babésiellose. Piroplasma bigeminum ne s’est pas montré trés 
grave dans ce pays. L’anaplasmose, en dehors des morts qu'elle 
provoque a bréve échéance, est dangereuse aussi par ]’anémie et 
la cachexie qu’elle entraine. 


VIRULENCE STABLE CHEZ LES Theileria ET LES Anaplasma, 
INSTABLE CHEZ LES Piroplasma er tes Babesiella. 


Les souches de Theilérides et d’Anaplasmides d’une part, celles 
de Piroplasmides d’autre part, se comportent trés différemment, 
en ce qui concerne leur virulence, lorsqu’on les entretient au labo- 
ratoire par passages en série de bovin infecté A bovin sain par 
inoculation de sang. 

D’aprés les observations que nous avons faites jusqu’a présent, 
les souches de Th. dispar conservent durablement leur virulence 
originelle, qu’elle soit forte ou faible. Dans le cas que nous 
avons suivi le plus longtemps, la virulence de la souche n’a pas 
varié au cours de 221 passages pratiqués en onze années et demi. 
Il n’a été possible ni d’exalter ni d’atténuer artificiellement la 
virulence des souches expérimentées de Th. dispar. On peut 
rapprocher de cette observation le fait suivant : les accés aigus 
« retardés » de theilériose 4 Th. dispar, qui apparaissent aprés 
une incubation de plusieurs mois, sont toujours aussi graves ou 
méme plus graves que les accés aigus consécutifs a une incubation 
de durée normale (dix-sept jours). 


La virulence des souches d’Anaplasma présente le méme carac- 


PIROPLASMOSES BOVINES 544 


tére de stabilité que celle des Theileria. Les passages répétés A 
brefs intervalles ne l’exaltent pas ; toutefois, ils abrégent progres- 
sivement la durée de lincubation. D’autre part, les procédés 
essayés au laboratoire pour |’atténuer (vicillissement, coloration 
vitale) ont échoué. 

Au contraire, la virulence des souches de Piroplasma et celle 
des souches de Babesiella varient au cours des passages effectués 
au laboratoire. Les passages hatifs, répétés a brefs intervalles, 
l’exaltent, comme dans les expériences classiques de Pasteur sur 
les bactéries. A Vinverse, les passages tardifs, par exemple avec 
du sang prélevé chez des conservateurs de virus dont |’infection 
date d’un an ou de plus d’un an, |’atténuent. 


Le degré de virulence ne constitue pas un caractére différentiel 
d’ordre spécifique, c’est-a-dire permettant de distinguer entre elles 
les diverses espéces de piroplasmes. Mais il peut constituer un 
caractére différentiel d’ordre racial, permettant d’individualiser 
des souches de Theileria pathogénes conservées au laboratoire, 
parce que la virulence de chaque souche de Theileria reste fixe. 
Au contraire, il ne correspond pas 4 un caractére racial pour les 
souches de P. bigeminum et de B. berbera, dont la virulence peut 
étré exaltée ou atténuée au laboratoire. 


INFLUENCE POSSIBLE DE CAMPAGNES PREMUNITIVES 
REPETEES SUR LA GRAVITE DE L’ENZOOTIE THEILERIQUE. 


La virulence individuelle d’une souche de Th. dispar est d’une 
constance remarquable, avons-nous dit, mais on peut se demander 
si la gravité générale de l’enzootie theilérique dans une région 
donnée n’est pas modifiée par la vaccination prémunitive des 
troupeaux de cette région, répétée pendant plusieurs années de 
suite. On peut penser que le virus qu’ingérent les tiques piqueuses, 
quand il provient de l’organisme d’un bovin prémuni, ow il a été 
tenu en échec, a perdu de son activité originelle. Peut-étre se 
comporte-t-il comme s’il était atténué. Les constatations faites 
plaident en faveur de cette conjecture : pendant les trois pre- 
miéres années d’application de la vaccination prémunitive dans 
une ferme contaminée, le troupeau bovin y a perdu, du fait de la 
theilériose, 10 animaux sur 17 malades. Pendant les dix années 
suivantes, au cours desquelles la vaccination annuelle fut continuée, 
le troupeau n’a perdu en tout que 3 animaux sur 20 atteints de 
theilériose. Dans cette méme ferme, la theilériose a fini par dispa- 
raitre par la suite. 
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LE « SEUIL DE DANGER )) DES FACTEURS EPIZOOTIQUES (6). 


Le degré de virulence d’un virus piroplasmique quelconque 
a l’égard d’un bovin dépend de la quantité inoculée. Des expé- 
riences sur le passage de Theileria dispar de la larve a Ja nymphe 
de Hyalomma excavatum montrent qu’il en est de méme pour la 
contamination de la tique: un bovin porteur de gamétocytes 
nombreux a infecté des larves ; un porteur de gamétocytes rares 
ne les a pas infectées. 

On observe donc, dans |’épizootiologie des piroplasmoses, le 
méme phénoméne que dans |’épidémiologie du paludisme : des 
porteurs de parasites peuvent exister dans une localité, mais en 
trop petit nombre pour constituer un réservoir de virus redou- 
table : ce facteur épidémique reste au-dessous du « seuil de 
danger ». 


EFFET DE LA SPLENECTOMIE SUR LE PARASITISME. 


L’importance de la rate dans la défense antiparasitaire est 
démontrée par les résultats de son ablation. Celle-ci a pour consé- 
quence une pullulation intense et interminable des piroplasmes. 
I] est remarquable que cette multiplication des parasites aprés la 
splénectomie est bien plus accusée dans l’infection a Theileria 
mutans, espéce non pathogéne, que dans les 4 piroplasmoses 
pathogénes de ]’Afrique du Nord, a Theileria dispar, Piroplasma 
bigeminum, Babesiella berbera et Anaplasma marginale. 


SPECIFICITE DES MEDICAMENTS. 


L’étude des piroplasmoses fournit un bel exemple de |’affinité 
élective d’un médicament pour un microbe particulier. Le trypa-. 
nobleu est trés efficace contre les souches du genre Piroplasma, 
mais les microbes du sous-genre voisin, les Babesiella, sont insen- 
sibles 4 son action. Le fait est surtout frappant dans les expé- 
riences qui portent sur Babesiella major, parce que cette espéce, 
par sa taille, se rapproche beaucoup de P. bigeminum, avec 
lequel on peut la confondre facilement si l’on se contente d’un 
examen microscopique rapide du sang. Mais les injections de 


trypanobleu n’ont aucun effet sur les infections & Babesiella 
major. 


(6) Pour la notion du « seuil de danger » voir : Edmond Sercent. OU 
combattre le paludisme ? Chez ]1’Homme, ou chez le Moustique ? III° 
Congrés intern. de pathologie tropicale et du paludisme, Amsterdam, 
1938, 2, 897, et Arch. Inst. Pasteur d’Algérie, décembre 1944, 22, 255. 


; 
, 
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Le trypanobleu n’opére pas une cure stérilisante de la piro- 
plasmose vraie 4 P. bigeminum. I] coupe l’accés aigu, guérit les 
symptomes morbides, mais ne supprime pas l’infection : il la 
fait seulement passer, d’un coup, du stade aigu au stade de latence 
métacritique. De la sorte, l’animal traité échappe aux dangers 
de Paecés aigu et conserve l’avantage d’étre prémuni contre toute 
réinfection par un virus de méme espéce. 


CONSERVATION DES ANAPLASMES' BOVINS 
DANS L’ORGANISME DU MOUTON. 


Si l’on inocule des Anaplasma marginale 4 un mouton, celui-ci 
ne présente aucun trouble morbide; il ne montre pas ces microbes 
mystérieux dans son sang ou ne les montre qu’en trés petit 
nombre. Mais le sang de ce mouton, inoculé un ou deux mois 
plus tard a un bovin, lui donne parfois l’anaplasmose (découverte 
de J. Ligniéres en Argentine, vérifiée dans quelques essais a 
Alger). Aucun autre piroplasme bovin ne survit chez le mouton ; 
cette particularité permet d’isoler Anaplasma marginale a |’étal 
d’infection pure. Le sang d’un premier mouton n’a pas transmis 
A. marginale 4 un second dans les expériences d’ Alger. 


Nous avons constaté qu’Anaplasma centrale, comme Ana- 
plasma marginale, pouvait se conserver chez Je mouton (au moins 
onze mois). De plus, alors que dans nos expériences sur A. mar- 
ginale, le virus ne s’est pas transmis de mouton a mouton, 
A. centrale a été retrouvé aprés trois passages successifs par 
mouton. Un mouton du deuxiéme passage a méme présenté un 
accés aigu d’anaplasmose au cours duquel on a vu dans son sang 
des anaplasmes occupant presque tous une position centrale. 


Cette constatation, rapprochée d’autres, faites a propos de 
A. marginale, nous améne Aa poser la question suivante : A. cen- 
trale — et aussi A. marginale — se conservent-ils simplement 
dans l’organisme du mouton, ou y pullulent-ils? 


SPECIFICITE DE LA SENSIBILITE 
DES TIQUES AUX VIRUS DES PIROPLASMOSES. 


Un piroplasme transmissible par une espéce de tique n’est pas, 
de ce fait, infectieux pour toutes les autres espéces du genre auquel 
appartient cette tique. De plus, on a constaté le fait curieux sul- 
vant : Theileria parva est infectieuse pour 5 espéces du genre 
Rhipicephalus, de |’ Afrique du Sud ot elle sévit : Rh. appendicu- 
latus, Rh. simus, Rh. capensis, Rh. nitens, Rh. evertsi. Or, l’au- 
tre Theileria virulente : Th. dispar, n’est aucunement infectieuse 
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pour les 2 espéces de Rhipicephalus de l'Afrique du Nord ow elle 
est répandue : Rh. bursa et Rh. sanguineus. Elle a pour second 
hdte des espéces du genre Hyalomma, que Lounsbury et A. Theiler 
wincriminent nullement en Afrique du Sud. Ainsi donc, la theilé- 
riose sud-africaine et la theilériose nord-africaine n’ont pas pour 
seconds hdtes les mémes genres de tiques. Et pourtant le genre 
Rhipicephalus, qui fournit les seconds hétes de Theileria parva 
et le genre Hyalomma, qui fournit les seconds hdtes de Theileria 
dispar, sont représentés l’un et |’autre par plusieurs espéces aussi 
bien dans |’hémisphére austral que dans |’hémisphére boréal. 


CONSERVATION DES PARASITES CHEZ LES TIQUES. 


Lorsque des Rhipicéphales porteurs de sporozoites de Theileria 
parva se fixent sur un animal et commencent a en sucer le sang, 
c’est au bout de soixante heures seulement que les sporozoites com- 
mencent a passer dans la salive sécrétée par la tique, et 4 envahir 
les tissus du bovin. Cette découverte a conduit 4 imaginer le pro- 
cédé des bains antitiques pour la lutte contre Ja theilériose a 
Th. parva en Afrique du Sud. De méme, les sporozoites de ]’autre 
Theileria pathogéne, Th. dispar, ne pénétrent pas dans les capil- 
laires sanguins du bovin dés le début de Ja succion de sang par 
les Hyalomma. Le retard du passage du microbe de la tique au 
bovin semble étre un peu plus court dans le cas de dispar inoculé 
par un Hyalomma que dans celui de parva convoyé par un Rhipicé- 
phale. On a vu, en effet, des sporozoites de Th. dispar pénétrer 
dans le sang de bovins moins de soixante heures aprés le début 
de la piqure. 


Theileria dispar est transmis par les Hyalomma arrivés au stade 
adulie, qu’ils soient des femelles ou des males. Mais tandis que les 
femelles une fois fixées ne se détachent de leur héte que 
lorsqu’elles se sont gorgées, les males se distinguent par leur 
instinct vagabond. On les retrouve errant sur toutes les parties 
du corps du bovin, alors que les femelles ont toutes déja achevé leur 
repas sanguin. Les males peuvent donc facilement passer d’un 
animal a un autre au cours de leurs déplacements. Dans une expé- 
rience, des males épars sur le pelage d’un bovin sont recueillis. 
On constate qu’ils se sont nourris. La réplétion de leur intestin est 
en effet révélée par l’obliquité que prennent les plaques adanales 
par rapport a la surface ventrale de l’abdomen. Ces males, placés 
sur un bovin neuf, le piquent et lui donnent la theilériose. Ils 
niavaient donc pas épuisé, au cours de leur premier repas, toute 
la charge de sporozoites qui bourrait leurs glandes salivaires. 


Rhipicephalus bursa, tique a 2 hdotes, passe sur un premier ani- 


PIROPLASMOSES BOVINES 515 


mal ses stades larvaire et nymphal, sur un second son stade adulte. 
Il pique plusieurs espéces animales : les chevaux, les moutons, 
aussi bien que les beeufs. Nous avons constaté que des Rh. bursa, 
recueillis sur des chevaux aux dépens desquels ils avaient vécu 
leurs stades larvaire et nymphal, et placés ensuite, au stade adulte, 
sur des bovins, ont donné a ceux-ci la piroplasmose a P. bigemi- 
num. Ceci confirme le fait déja connu que P. bigeminum est héré- 
ditaire chez Rh. bursa comme chez Boophilus. Mais le fait parti- 
culier que nous signalons est que les larves et les nymphes de 
Rh. bursa n’ont pas dégorgé, au cours de leur succion de sang 
de cheval, tous les sporozoites contenus dans leur salive et qu’il 
en restait encore assez, aprés 2 repas sanguins et.2 mues, pour 
rendre les adultes infectants. 


ENKYSTEMENT DES ZYGOTES DE Theileria CHEZ LA TIQUE. — 


Le cycle sporogonique de Theileria parva chez un Rhipicephalus 
et celui de Th. dispar chez un Hyalomma présentent les plus gran- 
des similitudes. Toutefois, une différence provient du fait que 
l’évolution des gamétocytes de Th. parva jusqu’au stade des sporo- 
zoites se déroule chez les Rhipicéphales pendant le court espace 
de temps qui sépare deux stades successifs d’une tique, tandis que 
Vévolution des gamétocytes de Th. dispar ingérés par les larves- 
nymphes de Hyalomma est contrainte 4 une pause de six a huit 
mois pendant le sommeil hibernal de la nymphe. On constate 
qu’a partir de la troisiéme semaine qui suit le repas de la nymphe, 
les zygotes s’entourent d’une coque kystique qu’ils conserveront 
pendant toute l’hibernation jusqu’au moment de la mue de la 
nymphe. Ces kystes sont libres dans la lumiére de |’intestin. Sur 
les Hauts-Plateaux algériens, les nymphes de H. mauritanicum et 
leurs parasites enkystés ont 4 supporter de grands froids pendant 
' hibernation, avec neige et gelées. 


II. — Pathologie générale. 


Accés aigu de premiére invasion. Parasitisme chronique. Infection latente. 
Prémunition. 


L’étude des piroplasmoses bovines offre matiére a des réflexions 
d’ordre général sur la nature et ]’évolution des maladies infec- 
tieuses, dont l’exposé nécessite le rappel de quelques notions pre- 
miéres. 

Une maladie infectieuse est l’ensemble des troubles causés par 
action d’un germe envahissant l’organisme et par la réaction de 
celui-ci. Certaines maladies infectieuses, dont les piroplasmoses, 
sont compliquées du fait que le microbe attaquant — le piro- 
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plasme — est inoculé a sa victime — le bovin — par un troisiéme 
étre animé — la tique. 

Dans le drame qui se déroule lors d’une atteinte de piroplasmose, 
la tique n’est qu’un acteur secondaire, simple vecteur et inocu- 
lateur du virus. Arthropode dégénéré, incapable d’élaborer lui- 
méme son albumine vitale, il la préléve, toute faite, sur des ver- 
tébrés. En somme, petit buveur de sang, il n’est pas dangereux 
quoad vitam par lui-méme. Nous ne nous en occuperons pas ici 
et n’aurons en vue que les rapports des deux protagonistes entre 
eux : le piroplasme agresseur et le bovin son héte. 

Le piroplasme est un de ces microbes qui tirent nécessainement 
d’autres étres vivants, leurs hétes, les matériaux indispensables 
a la synthése de leur propre substance. Dans le milieu extérieur, 
inanimé, ils meurent rapidement. Ils ne survivent pas a leurs 
hdtes. 

Dans les piroplasmoses bovines, |’association étroite qui fait 
dépendre la vie du piroplasme de celle du bovin passe par deux 
phases. 

La premiére est celle de ]’envahissement de ]’organisme par les 
microbes, qui se multiplient intensivement. Les défenses organi- 
ques réagissent. Cette période de lutte constitue « l’accés aigu 
de premiére invasion ». 

Puis, si l’animal résiste victorieusement a ]’assaut des piro- 
plasmes et survit, une accalmie se produit. Les microbes proli- 
férent moins, plus lentement, et ne sont plus agressifs. Ils ne 
causent plus de préjudices sérieux. Mais ils ne sont pas éliminés, 
ils sont tolérés. Cette période de paix armée constitue la « phase 
métacritique de parasitisme chronique ». 

Ainsi, dans les atteintes de piroplasmose, la victoire du microbe 
entraine la mort du bovin, tandis que la victoire du bovin n’en- 
traine pas nécessairement la mort du microbe. 


A. —- Accks AIGU DE PREMIERE INVASION. 


L’accés aigu est souvent pernicieux, en Afrique du Nord, dans 
la theilériose, la babésiellose, ]’anaplasmose. 

Dans la theilériose & Th. dispar, par exemple, la mortalité 
minima est de 40 pour 100. Une souche virulente, transmise au 
laboratoire par |’inoculation de sang infecté, qui est un mode de 
contamination moins meurtrier que la piqtre de tiques infectées, 
a tué réguliérement 50 pour 100 de I’effectif. 

_L’exemple suivant montre l’intensité que peut atteindre le para- 
silisme au cours d’un accés aigu de piroplasmose : on a compté, 
dans le sang d’un bovin atteint de theilériose, jusqu’a 5.000 gamé- 
locytes pour 1.000 globules rouges. Un millimétre cube de sang 
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de bovin contient en moyenne 7 millions de globules rouges, donc, 
dans le cas particulier, 35 millions de parasites. Un beeuf de 
300 kilogrammes, ayant environ 20 litres de sang (a raison de 
70 cm* de sang par kilogramme) peut héberger, par conséquent. 
700.000.000.000.000 (700 mille milliards) de gamétocytes, sans 
compter les corps en grenade. Rappelons, d’ailleurs, que seuls les 
corps en grenade sont des éléments pathogénes. 


Le fait que le microbe peut, au cours de l’accés aigu, tuer son 
hdte est parfois contraire a ]’intérét de l’espéce microbienne elle- 
méme. Le piroplasme mourant en méme temps que sa victime, du 
coup sa souche est éteinte si elle ne peut point passer A temps par 
son second héte, la tique. Un exemple nous est fourni par la thei- 
lériose : les trois quarts des cas de theilériose bovine éclatent au 
printemps et en juillet. Or les larves de la tique vectrice, Hya- 
lomma mauritanicum, ne commencent a apparaitre sur les bovins 
qu’au mois d’aodt. Par conséquent, les malades qui auront suc- 
combé avant le 1* aodt n’auront pas pu transmettre leur infection 
a des tiques. La mortalité minima dans la theilériose étant de 
40 pour 100, on voit que le 1/3 au moins des cas annuels de 
theilériose bovine ne peut pas servir a la perpétuation de l’espéce 
Th. dispar. En somme, dans certaines piroplasmoses au moins, 
la mort du bovin pendant l’accés aigu empéche la perpétuation de 
la souche microbienne qui ]’a tué. 


B. — PARASITISME CHRONIQUE. 


Dans les piroplasmoses, lorsque la crise consécutive a |’inva- 
sion de l’organisme par le microbe ne se dénoue point par Ja mort 
du bovin, la victoire de ]’animal n’est jamais totale. Il guérit clini- 
quement, répare ses forces, présente toutes les apparences de la 
bonne santé, mais il n’élimine pas complétement le microbe agres- 
seur. Le piroplasme est devenu un « parasite toléré » qui subsiste 
et prolifére au ralenti dans les tissus de son héte. Cette vie larvée 
constitue l’infection latente. 


I. INFECTION LATENTE. — L’infection est, pour un organisme, le 
fait d’héberger des microbes. 


Lorsque la présence d’un germe ne cause aucun trouble, reste 
silencieuse, ne tombe pas sous les sens, on dit que l’infection est 
latente. L’expression d’infection latente pour désigner une infec- 
tion sans symptome est utilisée depuis le début du xrx® siécle (7). 


(7) Nysren, Dictionnaire de Médecine, 1814. — Journan, Dictionnaire 
des termes usités dans les sciences naturelles, Paris, 1834. 
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D’aprés le dictionnaire de Littré et celui de ]’Académie frangaise, 

« Infection Jatente » signifie « qui n’est pas apparente ». 
Lorsque l’infection cesse d’étre latente, qu'elle provoque des 

« troubles de la santé », elle devient une infection active, une 


maladie infectieuse. 


Latence procritique et latence métacritique. 


Dans les piroplasmoses, comme dans toutes les maladies infec- 
tieuses, pendant les premiers jours qui suivent la contamination, 
le parasite prolifére a petit bruit, ne manifeste pas sa présence : 
l’infection est latente. C’est la période de l’incubation (8). Ce stade 
d’infection latente procritique est de durée variable suivant |’es- 
péce de piroplasme. 

Puis, comme il est dit plus haut, lorsque l’héte sort vainqueur 
du conflit que traduit l’accés aigu de premiére invasion, il passe 


par un stade d’infection latente métacritique qui. dans les piro- | 


plasmoses, est toujours de longue durée. 


Les longues incubations. 


L’accés aigu tarde parfois a éclater; on observe des cas de 
« longue incubation », durant plusieurs mois. 


Infection latente d’emblée. 


L’accés aigu peut manquer ; l’infection est latente d’emblée (9). 
Elle s’installe silencieusement, le stade procritique et le stade 
métacritique se rejoignent et se confondent. 


_ II. Primunition. — Nous avons donné le nom de « prémuni- 
‘tion », en 1924 (10), & une forme de l’immunité acquise qui n’est 
pas |’ « immunité vraie ». Il y a des maladies infectieuses dont la 


(8) L’infection « couve ». 

(9) L’infection latente d’emblée (expression proposée par Edmond et 
Etienne Srrcenr en 1910) correspond exactement & ce que Ch. NicoLLE et 
LepaAILLy ont nommé plus tard infection inapparente (1919). Remarquons 
ici que le terme d’inapparente péche par défaut de compréhension, car 
on ne peut l’appliquer a des infections asymptomatiques causées par des 
microbes visibles, c’est-d-dire décelables par le simple examen microsco- 
pique direct, comme les piroplasmoses, le paludisme, etc. 

(10) Edmond Srrcenr, L. Parror et A. Donatren, Une question de ter- 
minologie : immuniser et prémunir. Bull. Soc. Path. exot., janvier 1924, 
47, 37-88. — Edmond Srrcent et L. Parrot, L’immunité, la prémunition 
et la résistance innée. Arch. Inst. Pasteur .d’Algérie, 1935, 43, 279-319 ; 
Immunité et prémunition. Ann. Inst. Pasteur, octobre 1935, 55, 385-401. 
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guérison clinique comporte ]’immunité vraie et d’autres dont la 
guérison comporte la prémunition. 


Dans les maladies 4 immunité vraie, par exemple la rougeole, 
lorsque |’organisme triomphe, il est « désinfecté » dés la fin de 
laccés aigu : il n’y a pas d’infection latente métacritique, done pas 
de possibilités de rechutes. De plus, la réaction de. l’organisme 
est tellement puissante qu’elle prolonge ses effets longtemps aprés 
la guérison. L’organisme résiste aux réinoculations, donc pas de 
récidives. Cette immunité vraie est caractérisée par le fait qu’elle 
est « stérilisante ». 


Au contraire, dans d’autres maladies infectieuses, au nombre 
desquelles sont les piroplasmoses, l’accés de premiére invasion, 
sil n’entraine pas la mort de lorganisme, aboutit, comme nous 
venons de le rappeler, 4 une sorte de compromis entre le microbe 
et son héte, qui arrivent a se tolérer réciproquement. Bien plus : 
tant que dure l’infection latente, toute agression nouvelle par un 
virus de méme espéce se heurte a une résistance : les deux virus 
ne se surajoutent pas. Tout se passe comme si le premier excluait 
le second. La place reste au premier occupant. C’est ce que nous 
avons appelé la « loi de préséance » (11). L’infection chronique 
occulte maintient l’organisme en état d’alerte permanent. Elle 
empéche les « surinfections ». De ce fait, le piroplasme parasite 
devient un commensal. 

Mais, dés que l’infection latente cesse, l’organisme redevient 
réceptif. De nouvelles inoculations peuvent donner des « réinfec- 
tions » ou « récidives ». 


Caractéres de la prémunition. 


Ainsi se dégage la notion des deux caractéres cardinaux du-phé- 
noméne de la prémunition, que l’on retrouve dans toutes les mala- 
dies infectieuses 4 prémunition des animaux et des plantes, dues 
a des bactéries, des protozoaires ou des champignons inférieurs, 
et méme dans des maladies parasitaires dues 4 des helminthes. 

a) La résistance aux « surinfections » est la régle tant que dure 
l’infection latente métacritique (12). Elle n’est pas toujours absolue, 


(11) Arch. Inst. Pasteur d’Algérie, 1935, 13, 285. 

(12) Au cours de l’infection latente procritique, c’est-a-dire pendant ° 
l’incubation, une premiére atteinte de theilériose ne confére pas encore 
la prémunition. Dans le paludisme des passereaux 4 Plasmodium relic- 
tum, au contraire, nous avons constaté ]’existence de la prémunition 
déja au cours de l’incubation (Edmond et Et. Sercenr et A. Caraner). Un 
type de maladie 4 prémunition : le paludisme des passereaux 4 Plasmo- 
dium relictum (Ann. Institut Pasteur, 1934, 53, 109, et Notice sur l’Insti- 
tut Pasteur d’Algérie, 1934, 1, 353, Alger). 
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mais les « accés de prémunis » sont presque toujours beaucoup 
plus faibles que les accés de premiére invasion ; ce sont des accés 
de récidive avortée, souvent uniquement parasitaires, sans réac- 
tion fébrile. 

Quelques chiffres peuvent donner une idée précise de Ja valeur 
de la résistance aux surinfections dues a la prémunition dans les 
piroplasmoses. Nous les tirerons de nos centaines d’expériences 
sur la theilériose, qui est la piroplasmose que nous avons le plus 
étudiée. 

Nous avons inoculé de Th. dispar prés de 600 veaux neufs (567 
exactement). 

Tous ont eu un accés aigu et 230 (40,6 pour 100) en sont morts. 

En méme temps que ces veaux neufs, avec les mémes souches, 
aux mémes doses, ont été inoculés plus de 300 (803) veaux pré- 
munis au laboratoire depuis un temps variant de un mois et demi 
a un an et demi. 

Sur ce nombre, 225 (74,2 pour 100) sont restés indemnes, 78 
(25,7 pour 100) ont eu un accés, qui fut mortel pour 10 d’entre 
eux. 

La différence s’établit donc ainsi : un quart des prémunis accu- 
sent un accés aprés la réinoculation d’épreuve et 3 pour 100 de 
l’effectif succombe. Les veaux neufs témoins font tous des accés 
et 40 pour 100 en meurent (18). 

b) Le retour de la réceptivité aux « réinfections » aprés Ja cessa- 
tion de |’infection latente est le second caractére capital de la 
prémunition. Il ne peut pas étre constaté dans certaines piroplas- 
moses : la theilériose et l’anaplasmose, pour la raison que leur 
stade d’infection latente métacritique persiste pendant toute la vie 
de |’animal. En revanche, on l’a constaté dans la babésiellose, ot! ce 
stade est de moins longue durée. 


Accés de rechute. 


Un état de prémunition est un état d’équilibre instable ; les deux 
organismes associés réagissent différemment aux conditions du 
milieu extérieur et a leurs variations. Lorsque des causes de désé- 
quilibre interviennent a la faveur d’une défaillance de la résistance 
organique du bovin, les piroplasmes se multiplient exagérément, 
les forces de défense réagissent, et on assiste A un acces de rechute, 
qui n’est le plus souvent qu’une image affaiblie de l’accés de pre- 


(13) Lorsque la primo-contamination n’est suivie que d’un accés para- 
sitaire trés faible, avec pullulation restreinte des piroplasmes, et sans 
réaction sensible de l’organisme, elle peut ne pas produire de prémuni- 
tion. Nous avons observé de tels cas dans la theilériose A Th. dispar et 
dans l’anaplasmose a A. centrale. 
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miére invasion, mais qui (rarement A la vérité) peut étre grave. 
C’est dans ce sens que N. Bernard a pu écrire : « La symbiose 
est 4 la frontiére de la maladie » (14). 


Souches insexuées et prémunition. 


La prémunition, utile 4 ]’individu, peut étre dangereuse pour 
la collectivité, car elle suppose la perpétuation de porteurs de 
germes, réservoirs de virus. C’est pourquoi ]’emploi, pour la vac- 
cination prémunitive contre la theilériose, de souches rendues arti- 
ficiellement insexuées par inoculation du virus en série de bovin 
a bovin, a constitué un progrés important. 


Prémunition raciale, spécifique, générique. 


La prémunition que procure l’infection latente d’une souche 
microbienne est dite « raciale » quand elle s’exerce contre cette 
méme souche, « spécifique » quand elle s’exerce contre d’autres 
souches appartenant 4 la méme espéce; elle est « générique » 
lorsque son action s’étend a d’autres espéces du méme genre. 


La prémunition raciale est de régle dans les piroplasmoses. Nous 
ne connaissons qu’une exception; elle concerne une espéce de 
piroplasme non pathogéne : Th. mutans. L’infection chronique a 
Theileria mutans présente cette particularité de ne pas protéger 
les animaux contre la réinoculation de la méme souche ou d’une 
autre souche. Il semble que la bénignité du dommage que Th. 
mutans cause et la faiblesse de la réaction organique qui en résulte 
soient la cause de cette absence de prémunition. 

Dans le méme ordre d’idée, on constate que la prémunition con- 
tre la theilériose a Theileria dispar n’est acquise que si l’accés qui 
traduit la réaction vaccinale est net et accusé. 

Il semble bien que la puissance de Ja prémunition acquise par 
lorganisme est proportionnelle a ]’énergie de la réaction qu’il a 
da déployer*pour résister 4 |’agression, c’est-a-dire, en fin de 
compte, a la virulence du microbe. 


La prémunition raciale est plus énergique que la spécifique. C’est 
ce que l’on constate dans les expériences de prémunition croisée 
effectuées avec diverses souches de la méme espéce. On inocule 
chaque souche a 3 catégories d’animaux : les premiers prémunis 
contre la méme souche, les seconds prémunis contre une autre 
souche, les troisiémes neufs et réceptifs. Les animaux de la pre- 


(14) Voir M. Cauxiery, Le parasitisme et la symbiose. O. Doin, Paris, 
1922, passim, et p. 337. 
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miére catégorie, réinoculés avec la souche méme qui les a prému- 
nis, n’ont pas d’accés ou ont des accés tres légers ; quant aux 
animaux de la deuxiéme catégorie, prémunis contre ]’autre souche 
appartenant a la méme espéce, les uns n’accusent aucun accés, et 
d’autres présentent des « accés de prémunis », moins légers que 
ceux de la premiére catégorie, mais toujours moins graves que les 
acces des animaux de la troisiéme catégorie, neufs, témoins, ino- 
culés aux mémes doses. Ces différences d’intensité des accés dus 
a des souches parentes proviennent de ]’inégalité de la virulence 
de ces souches. L’interprétation des résultats des expériences de 
prémunition croisée est éclairée par la comparaison avec les accés 
des témoins. 


Les essais expérimenjaux de prémunition générique, c’est-a- 
dire procurée par une espéce de piroplasme contre une autre 
espéce du méme genre, donnent presque toujours un résultat 
négatif. Cependant il existe une exception, paradoxale ; elle est 
présentée par Anaplasma centrale. D’aprés les essais tentés en 
grand dans les conditions de la pratique sur les troupeaux aux 
champs, cette espéce peu pathogéne prémunit contre l’autre espéce 
du méme genre : Anaplasma marginale, qui est normalement trés 
virulente. C’est le seul cas de prémunition générique que nous 
ayons relevé au cours de nos expériences sur les piroplasmoses. 


Résistance innée et prémunition. ‘ 


Aucune preuve expérimentale n’a été obtenue de |’existence 
d’une résistance innée absolue de bovins contre les diverses piro- 
plasmoses étudiées. Beaucoup de cas de résistance relative que 


l'on observe sont dus sans doute 4 une prémunition conférée par 
une atteinte naturelle. 


Conclusion pratique a tirer du phénoméne de la prémunition. 


Pour les piroplasmoses, comme pour toutes les maladies a pré- 
munition, la vaccination consiste a rendre l’organisme résistant 
contre les surinfections grace A une primo-infection provoquée, 
bénigne. Prémunir, c’est d’abord infecter. Le probléme consiste 
a préparer des virus-vaccins vivants inoffensifs. L’expérience a 
montré les bons résultats des procédés de vaccination prémuni- 
tive antipiroplasmique que nous avons appliqués sur plus de 
36.000 bovins, en Afrique du Nord, depuis dix-neuf ans. Dans les 
troupeaux exposés a la contamination naturelle, la mortalité des 


prémunis a été de 1 pour 100 de l’effectif, celle des non-prémunis 
de 16,3 pour 100. 
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TECHNIQUE DE LA REACTION D’AGGLUTINATION 
DES HEMATIES POUR LE DIAGNOSTIC DE LA GRIPPE 


par P. LEPINE, V. SAUTTER et L. REINIE. 


(Institut Pasteur. Service des Virus.) 


L’épreuve de l’agglutination des hématies pour le diagnostic de 
la grippe a pris aux Etats-Unis et en différents pays une 
importance croissante, et a déja fait Vobjet de nombreux 
travaux cliniques et expérimentaux. Sa valeur pratique n’est 
plus aujourd’hui contestable. Elle permet, par le moyen d’une 
technique sérologique relativement simple, de diagnostiquer chez 
un malade non seulement l’existence d’une infection a virus 
grippal, mais encore de préciser le type antigénique du virus en 
cause. 

Bien que la réponse donnée par le laboratoire ne parvienne au 
clinicien, dans un cas donné, que vers le dixiéme jour de la 
maladie en raison de Ja nécessité ou l’on se trouve de comparer 
les résultats obtenus avec un sérum précoce et avec un sérum 
tardif, la réaction d’agglutination des hématies constitue pour 
lépidémiologiste la méthode 4 la fois la plus pratique et la plus 
sire pour étudier et pour suivre les manifestations endémiques 
ou épidémiques de la grippe. C’est pourquoi nous croyons utile 
de donner ici les détails de la technique de cette réaction telle que 
nous l’avons étudiée et adaptée d’aprés les travaux des auteurs 
américains (1). 

La réaction d’agglutination des hématies tire son origine d’une 
constatation fortuite. 

Comme beaucoup d’autres virus, le virus grippal a été cultivé 
dans l|’ceuf de poule incubé. C’est principalement dans le liquide 
amniotique, mais aussi dans le liquide allantoide, que le virus 
se multiplie aprés inoculation de l’cuf par la méthode de 
_ Woodruff et Goodpasture. 


(1) Nous désirons remercier tout particuliérement les D'* Joseph 
E. Smadel et Jonas E. Salk du concours qu’ils nous ont apporté pour 
ces recherches, en nous communiquant leurs techniques, et en nous 
remettant des échantillons de leurs sérums standards ainsi que de leurs 
antigénes qui nous ont permis de confronter nos résultats avec les 
leurs. 
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Au moment ou l’on ouvre l’ceuf pour en extraire les liquides 
virulents, i] arrive souvent que l’opérateur lése un vaisseau de 
la membrane chorio-allantoide déterminant ainsi une minime 
hémorragie. ; 

Hirst [4], puis Mc Clelland et Hare [2] ont observé que, 
lorsque cet accident se produisait avec des ceufs inoculés de virus 
grippal, on assistait 4 un phénoméne d’auto-agglutination des 
hématies de l’embryon de poulet sous l’influence du virus. Ils 
ont démontré qu’il y avait adsorption élective du virus grippal 
a la surface des hématies et que le degré d’agglutination était 
proportionnel a la quantité de virus que renferme le liquide. Il 
y a donc dans ce phénoméne un moyen d’apprécier avec une 
méthode in vitro la teneur en virus grippal d'un liquide quel- 
conque. Remarquons en passant que c’est a |’heure actuelle la 
seule méthode qui permette de déceler, in vitro et par son action 
directe, la présence d’un ultravirus. 


Mc Clelland et Hare ont eu l’idée d’appliquer l|’agglutination _ 


des hématies au titrage du virus cultivé, puis a la détermination 
du taux d’anticorps que peut renfermer le sérum d’un malade en 
mettant en évidence la neutralisation du virus grippal par les 
anticorps. 

Hirst a, par ses travaux [3], contribué a démontrer la valeur de 
la méthode, a en fixer la technique, et & en généraliser ]’emploi. 
La technique élaborée a recu de nombreuses variantes qui ne 
différent pas fondamentalement les unes des autres. Les tech- 
niques qui ont servi de base et de point de départ 4 nos études 
sont celles employées en 1945 par le lieutenant-colonel Smadel, 
M.C., A. U. S. au First General Laboratory, E. T. O. U.S. A. [4] 
et par Salk [5]. 

La méthode consiste a : 

l° Préparer des antigénes, c’est-a-dire des’ cultures de virus 
grippal du type A et du type B, et a déterminer leur titre par 
leur action sur les globules rouges de poulets ou sur des hématies 
humaines du groupe O ; 

2° Vérifier que cette agglutination est empéchée spécifiquement 
par le sérum d’animaux préparés, soit avec le virus A, soit avec 
le virus B, les différences entre les taux d’empéchement pour 
un ou l'autre des virus devant étre suffisamment grandes pour 
avoir une valeur significative ; 

3° Comparer l’action empéchante exercée par le sérum d’un 
malade a l’action empéchante exercée par un sérum standard 
éprouvé. 

D’auire part, comme le sérum de nombreux individus peut, 
a Pétat normal et en labsence d’infection actuelle, renfermer des 
anticorps 4 la suite d’infections grippales antérieures, le dia- 
gnostic d’une infection récente ou en évolution doit se faire en 
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comparant le taux d’empéchement constaté sur un sérum prélevé 
au début de la maladie (early serum ou sérum précoce) avec celui 
existant aprés la premiére décade de la maladie (late serum ou 
sérum tardif), le taux d’empéchement devant montrer entre le 
premier et le deuxiéme examen un accroissement significatif. 

Pour étre en mesure de pratiquer la réaction, il nous faut donc : 

1° Cultiver des souches du type A et du type B du virus grippal 
dans l’ceuf de poule incubé ; 

2° Préparer des suspensions d‘hématies ; 

3° Préparer des sérums standards par inoculation au lapin de 
virus grippal ; | 

4° Procéder 4 l’essai du sérum inconnu provenant d’une affec- 
tion supposée grippale. 


I. — PREPARATION DE L’ANTIGENE. 


Rappelons, comme nous l|’avons dit plus haut, que l’antigéne 
est constitué par le virus grippal lui-méme. On se sert de souches 
éprouvées de virus, cultivées dans l’ceuf de poule incubé. L’anti- 
géne est constitué par le mélange des liquides amniotiques et 
allantoides prélevés au maximum de la culture. Certains auteurs 
emploient dans ce but exclusivement le liquide amniotique. La 
récolte de ce liquide, 4 ]’exclusion de tout liquide allantoide, est 
difficile. Elle ne fournit qu’un volume restreint. Le virus cultivant 
également dans l’allantoide, nous n’avons éprouvé 4 l’usage aucun 
inconvénient a nous servir du mélange liquide amniotique + liquide 
allantoide. 


Notre maniére de procéder est la suivante : les ceufs de poule fécondés 
sont incubés pendant onze jours 4 39°5. Au onziéme jour, ils sont 
inoculés dans le sac amniotique. La technique la plus simple consiste 
A inoculer 0,2 cm? de liquide virulent dilué 4 10—> environ (le taux 
exact étant déterminé par le rendement optimum en virus) au moyen 
d’une aiguille de 35 mm. de long et de 6/10 de diamétre. 

Pour cela on opére en chambre noire, ]’ceuf étant placé sur l’appareil 
mireur. Un trou est pratiqué au poingon dans la coquille, du cdté de 
la chambre 4 air. L’aiguille est enfoncée jusqu’au contact de l’embryon. 
Alors seulement l’injection est poussée. Puis on retire l’aiguille, et on 
obture l’orifice de la coquille 4 la paraffine. 

Les ceufs inoculés sont aussitét placés 4 37° pendant quarante-huit 
heures. Au bout de ce temps on les porte a la glaciére, 4 la température 
de + 5°, la chambre a air disposée vers le haut. Les ceufs sont ainsi 
laissés pendant une nuit au froid afin que l’embryon se dépose au fond 
de l’ceuf, Le lendemain les liquides sont prélevés stérilement. La por- 
tion de la coquille correspondant 4 la chambre a air est détachée et 
enlevée. La membrane coquilliére est délicatement séparée de la mem- 
brane allantoide. Une ouverture est pratiquée avec une pince fine dans 
cette derniére en évitant de léser le systéme vasculaire. On introduit 
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dans l’ceuf une pipette a large ouverture, a extrémité soigneusement 
émoussée qui sert & aspirer le liquide dans lequel il ne doit pas y avoir 
trace de sang. La quantité de liquide pipeté varie dun ceuf a l’autre. 
Dans les cas favorables, elle peut atteindre 8 cm’. 


Les produits de collecte représentant pour chaque ceul le 
mélange des liquides allantoides et amniotiques sont centrifuges 
alors individuellement dans un centrifugeur angulaire Whug 
pendant dix minutes a 4.000 tours. On rejette les liquides qui 
présentent un culot d’hématies pour ne conserver que ceux qul 
ne renferment pas de sang. Le liquide finalement récolté est soit 
réparti en ampoules de 2 cm* environ avec les plus grandes pré- 
cautions de stérilité, soit recueilli de méme en flacons. On a soin 
de noter d’un bout a l’autre de l’opération le numéro de lceuf 
qui a servi de source de virus. 

Les ampoules de liquide virulent servent de réserve de virus 
pour ensemencer de nouveaux ceufs en vue de passages ultérieurs, 
le reste des liquides est employé comme antigéne pour la réaction. 
Dans le premier cas on congéle les liquides a basse tempé- 
rature (— 24°) jusqu’a utilisation ultérieure. Dans le second cas, 
les liquides antigenes sont conservés en flacons bien bouchés a la 
glaciére. On peut, s’ils ne doivent pas étre utilisés immédiatement, 
les additionner d’une faible quantité de merthiolate. On peut 
également les dessécher par lyophilisation et les conserver a basse 
température pour remettre ultérieurement l’antigéne en solution 
en rétablissant le volume primitif a l’aide d’eau bidistillée. 

Si les liquides conservés a la glaciére viennent 4 présenter a la 
longue un trouble léger, du a la précipitation des urates [6], ils 
doivent étre a nouveau centrifugés avant de servir d’antigéne (il 
va de soi que tout liquide contaminé accidentellement doit étre 
rejeté). Lorsqu’on se sert d’antigéne desséché et remis en suspen- 
sion, il est indispensable de le centrifuger avant d’en faire usage 
pour n’employer que l’antigéne parfaitement limpide. 


II. — PREPARATION DES HEMATIES. 


Les réactions ont été primitivement faites avec le sang des 
embryons de poulets, auquel a été substitué plus tard le sang 
de jeunes poules. On peut également employer des hématies 
humaines, 4 condition que ces derniéres proviennent dun donneur 
appartenant au groupe O (afin d’éviter l’action des hémo-agglu- 
tinines naturelles du sérum des malades au cours de la réaction). 

D’apres notre expérience, on peut aussi bien employer les 
hématies humaines que les hématies de poulets. La réaction nous 
a cependant paru plus nette et un peu plus rapide avec ces 
derniéres auxquelles nous donnons la préférence. Le sang que 
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nous employons provient de jeunes poules adultes (un an environ) 
qui sont saignées 4 tour de rdle a la veine humérale, dans laquelle 
on préléve 5, 10 ou 20 em* de sang au moyen d’une seringue de 
verre vaselinée contenant 1 4 4 cm* de solution de citrate de soude 
a5 p. 100. Le sang est chassé dans un tube a centrifuger de 
40 cm* dont on complete le remplissage avec de l’eau physiolo- 
gique. Le tout est alors centrifugé A fond (dix minutes a 
5.000 tours). Le liquide surnageant éliminé, les hématies sont 
lavées a trois reprises dans ]’eau physiologique. Aprés la qua- 
triéme centrifugation, le liquide surnageant est enlevé le plus 
complétement possible. Le culot agité avec une baguette de verre 
doit étre parfaitement homogéne. I] sert de stock d’hématies et 
peut étre conservé quatre a cing jours a la glaciére. Pour l’emploi 
on prépare une suspension, mesurée a la pipette, d’hématies a 
0,5 p. 100. Aprés de nombreux essais, nous nous sommes arrétés 
a ce taux de suspension qui est celui qui donne les résultats les 
plus nets dans le temps minimum. 

Signalons aussi une précaution essentielle dont l’inobservance 
entraine inévitablement de multiples causes d’erreurs. L’eau 
servant 4 préparer l’eau physiologique pour les lavages de glo- 
bules comme pour la préparation finale des hématies ou les dilu- 
tions dans les tubes 4 réaction doit étre de l’eau bidistillée soigneu- 
sement préparée, toute trace de substances étrangéres (et notam- 
ment de sel de cuivre que l’eau renferme habituellement aprés une 
seule distillation) entrainant des réactions aberrantes ou non spéci- 
fiques. 

Ii]. — Tirrace DE L’ANTIGENE. 


Le titrage de l’antigéne revient 4 mesurer le pouvoir. agglu- 
tinant du virus sur la suspension standard d’hématies de poulets 
a 0,5 p. 100. La réaction se fait dans des tubes & hémolyse d’un 
diamétre intérieur de 10 4 12 mm., longs de 80 mm., dont le 
fond doit étre réguliérement hémisphérique. Tout tube présentant 
des irrégularités de fabrication doit étre éliminé. La verrerie 
servant aux réactions ne doit étre employée qu’a cet usage et 
doit étre lavée avec le plus grand soin aprés chaque expérience. 
De méme, les pipettes, flacons, etc., en usage, ne doivent servir 
que pour les réactions. Elles ne doivent, notamment, jamais étre 
mises en contact avec les albumines étrangéres. 

On dispose les tubes 4 hémolyse sur un portoir. Neuf tubes 
sont placés en rang, le neuviéme étant séparé des premiers et 
servant de témoin. 

Tous les tubes, sauf le premier, recoivent 0,5 cm* d’eau physio- 
logique. Le premier et le deuxiéme tube recoivent 0,5 cm* d’une 
dilution a 1/40 de l’antigéne a titrer. Aprés mélange on porte 
0,5 cm*® du deuxiéme tube dans le troisiéme, puis 0,5 du troisiéme 
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dans le quatri¢me et ainsi de suite jusqu‘au huitiéme tube dont 
0,5 cm’ sont rejetés. Le neuviéme tube (témoin) ne regoit pas d’an- 
tigéne. L’antigéne se trouve ainsi dilué aux titres suivants : 1/40, 
1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560 et 1/5120. 

On ajoute aux 9 tubes 0,5 cm* d’une suspension d’hématies a 
0,5 p. 100. Les tubes sont agités soigneusement et le tout est laissé 
au repos une heure et demie a la température du Jaboratoire. 

La lecture de la réaction peut se faire de différentes facons. 
On peut apprécier l’aspect des tubes en vue horizontale suivant la 
technique ordinaire : les résultats sont souvent difficiles a inter- 
préter. Hirst et Pickels [7] ont employé un opacimétre photo-élec- 
trique : il faut alors un appareillage onéreux. A la suite de Salk, 
nous avons constaté que la technique de beaucoup la plus simple 
et la plus précise consiste a observer le fond du tube au moyen 


Fic. 14. — Aspect du fond des tubes tels qu’ils apparaissent vus par réflexion 
dans un miroir placé & 45° au-dessous d’eux. (Photo Jeantet.) 


A : Agglutination positive : les hématies se présentent sous forme d'un dépét 
homogéne rose saumon occupant toute la demi-sphére du fond du tube. 
B: Absence d’agglutination des hématies : celles-ci ont sédimenté sous forme 
d’un petit disque rouge foncé de 2 & 4 mm. de diamétre formant culot au 
centre du fond hémisphérique du tube. 


d’un miroir placé 4 45° au-desous de ce dernier, et de préférence 
a la lumiére artificielle. 

_L’aspect des hématies est trés différent selon qu’il y a eu ou qu’il 
ny a pas eu interréaction des hématies et de l’antigéne : 

Premier cas. Le liquide est antigénique (présence de virus libre), 
les hématies sont dites agglutinées : le culot se présente sous forme 
dun dépdt homogéne rose saumon occupant toute la demi-sphére 
du fond du tube (fig. 1, A). 

Deuxiéme cas. Le liquide n’a aucun pouvoir antigénique (absence 
de virus libre, ou virus trop dilué), les hématies se déposent par 
sédimentation sous forme d’un petit disque rouge foncé d’un dia- 
meétre de 2 a 4 mm. ou parfois sous forme de couronne rouge de 
4 mm. de diamétre (fig. 1, B). : 


C’est sous forme de disque que l’on doit trouver les hématies 
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dans le newviéme tube. Généralement le passage des tubes agelu- 
tinés aux tubes non agglutinés se fait brusquement. Plus rarement 
un tube de transition peut sembler douteux. 

Dans les conditions courantes, le titrage d’un virus donne un 
résultat analogue a celui qui est schématisé fig. 2. Dans cet exem- 
ple le pouvoir antigéne du liquide essayé est de 1/1280. 

Lors de |’épreuve des anticorps dans le sérum des malades et 
convalescents de grippe, l’antigéne sera pris a un titre quatre 
fois plus concentré que le dernier tube positif dans la réaction du 
titrage de l’antigéne. Pour reprendre ]’exemple ci-dessus, |’anti- 
géne dont le titrage est schématisé fig. 2 sera employé au titre de 
1/320 dans la réaction. 

Tout liquide amnio-allantoide dont le titre est inférieur a 1/640 
doit étre rejeté comme trop faiblement antigénique. 


IV. — OBTENTION ET TITRAGE DU SERUM STANDARD. 
Le sérum standard antigrippe est obtenu en injectant en une 


seule fois par vole veineuse au lapin, 10 cm* de liquides amnio- 


40 80 160 320 640 1.280 2.560 5.120 T 
(@)@) 


Fic. 2. — Schéma du titrage d'un antigéne. Le virus provoque l’agglutination 
des hématies jusqu’a la dilution de 1/4.280. Pour l’exécution de la réaction, 
ce méme antigéne sera utilisé 4 fois plus concentré, soit dilué 4 1/326. 


allantoides dont le titre antigénique pour l’un des types de virus 
est d’au moins 1/640 (cette injection n’est pas répétée pour éviter 
Papparition dans le sérum du lapin d’anticorps antiovalbumine 
en quantités qui fausseraient la réaction). Dix jours aprés, le lapin 
est saigné a blanc soit a la carotide, soit au coeur. Le sérum recueilli 
stérilement le lendemain est titré sur un antigéne éprouvé, dont 
le titre est controlé préalablement avec la méme suspension d’hé- 
maties. La disposition des tubes est la méme pour le titrage de 
lantigéne, dans ce cas, le sérum est dilué et ]’antigéne ajouté en 
quantités fixes, soit : 

Tous les tubes, sauf le premier, recoivent 0,5 cm*® d’eau physio- 
logique ; 

Dans le premier et le deuxiéme tube, 0,5 cm*® de sérum dilué 
a 1/40 ; 

A partir du deuxiéme tube jusqu’au huitiéme, dilution du sérum 


‘de moitié en moitié ; 


Le neuviéme tube étant témoin ne recoit pas de dilution de 
sérum; 
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Ajouter dans tous les tubes, 0,5 em? d’antigéne dilué au titre 
convenable et 0,5 cm* d’hématies a 0,5 p. 100. Lire aprés une 
heure trente. Les sérums standards peuvent étre conservés des- 
séchés ou congelés, ou additionnés de merthiolate. 

On procéde de la méme fagon avec une souche A et avec une 
souche B de virus grippal, en ayant soin de choisir pour |’ino- 
culation des lapins des souches dont le pouvoir antigéne soit a la 
fois élevé pour le type homologue, et faible pour le type hétéro- 
logue du virus grippal. Dans la pratique, nous avons utilisé 
pour le type A la souche P. R. 8. et pour le type B la souche Lee. 


V. — RECHERCHE ET DOSAGE DES ANTICORPS DANS LE SERUM HUMAIN. 


La méthode consiste, nous l’avons dit, a rechercher les anti- 
corps existant dans le sérum qui neutralisent en se combinant avec 
lui le virus grippal préalablement titré. Cette neutralisation de 
virus est rendue apparente par l’absence de ]’agglutination qui 
aurait été déterminée normalement par le virus resté libre. La 
réaction est donc une réaction indirecte comme lest la réaction 
d’hémolyse dans le cas du Bordet-Wassermann. 

L’essai complet d’un cas clinique doit se faire : 

1° Avec le sérum précoce, celui de la période aigué ; 

2° Avec le sérum tardif, celui de la convalescence. 

Chacun d’eux doit étre essayé successivement en présence de 
Vantigéne A et de liantigéne B. Ces derniers sont parallélement 
controlés avec des sérums standards. 

On procéde de la maniére suivante : 


Quatre rangées de 9 tubes sont disposées pour recevoir les dilutions 
du sérum précoce et du sérum tardif ; quatre autres rangées de 9 tubes 
recevront les sérums standards servant de témoin : 

La premiére rangée regoit le sérum précoce avec l’antigéne A ; 

La deuxiéme rangée recoit le sérum tardif avec l’antigéne A ; 

La troisiéme rangée recoit le sérum précoce avec l’antigéne B ; 

La quatriéme rangée recoit le sérum tardif avec l’antigéne B ; 

La cinquiéme rangée recoit le sérum standard A et l’antigéne A ; 

La sixiéme rangée recoit le sérum standard A et l’antigéne B ; 

La septiéme rangée recoit le sérum standard B et l’antigéne A ; 

La huitiéme rangée recoit le sérum standard B et l’antigéne B. 


Nous donnons le détail pour la premiére rangée. Les sept autres 
se font exactement de la méme maniére en modifiant les produits 
selon le plan donné. 


On verse a la pipette dans les tubes : 


0,5 cm® d’eau physiologique du deuxigme au neuvidme tube ; 


0,5 cm* de sérum dilué 4 1/40 dans le premier et 0,5 cm* dans le 
deuxiéme tube. 


MMM LALLA 
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Aprés mélange, on aspire dans le deuxiéme tube 0,5 cm* qui sont 
rajoutés au troisiéme tube. 

On fait progresser ainsi la dilution du deuxiéme au huiti¢me tube ; 
le neuviéme étant témoin ne recoit pas de sérum. 

Dans les 9 tubes on ajoute enfin 0,5 cm® d’antigéne dilué au titre 
convenable comme indiqué plus haut et 0,5 cm* d’hématies a 0,5 p. 100. 


Comme pour le titrage de l’antigéne, aprés agitation soigneuse, 
les tubes sont laissés au repos une heure et demie a la température 
du laboratoire. La lecture se fait de méme en portant successivement 
tous les tubes au-dessus d’un miroir incliné 4 45° et en examinant 
le fond qui présente soit le dépdt homogéne rose saumon dans le 
cas ou il y a agglutination (absence d’anticorps dans le sérum du 
malade ou anticorps trop dilués) ou, au contraire, le disque étroit 
et rouge foncé traduisant Vabsence d’agglutination lorsqu’il y a 
eu neutralisation du virus par les anticorps présents dans le sérum 
essayé. 

Le diagnostic de grippe est fait d’aprés les différences existant 
pour lun des types antigéniques, entre le sérum précoce et le 
sérum tardif, ce dernier devant présenter une augmentation signi- 
ficative de son pouvoir anti-agglutinant, attestée par le déplace- 
ment vers la droite de la limite entre les tubes ot le sang a simple- 
ment sédimenté et ceux ot il est agglutiné. 

Une augmentation d’un tube est sans signification, une augmen- 
tation de deux tubes constitue une présomption, une augmentation 
de trois tubes (soit un pouvoir anti-agglutinant quatre fois plus 
marqué) est concluante. 

Avec le virus hétérologue on observe parfois une certaine aug- 
mentation des anticorps, mais celle-ci n’est pas significative, ou 
bien elle atteint un taux limite trés inférieur a celui constaté avec 
le type du virus en cause. 

Voici, pour terminer, tiré d’un exemple pratique, comment se 
présente une réaction positive. 

1° Essai du sérum du malade. — Cet exemple est celui d‘un 
malade observé en janvier 1946. Le sérum précoce est prélevé le 
deuxiéme jour de la fiévre, Je sérum tardif est prélevé le douziéme 
jour, pendant la convalescence. En présence du virus A, le sérum 
n’empéche l’agglutination qu’a 1/40, qu’il soit précoce ou tardif. 
En présence de virus B, le sérum précoce empéche jusqu’a 1/80, 
le sérum tardif jusqu’a 1/1280 (fig. 3). La réaction est done forte- 
ment positive pour le virus B. 

2° Contréle des antigénes par les sérums standards. — L’anti- 
gene A est empéché par le sérum anti-A jusqu’a 1/5120 et par le 
sérum anti-B jusqu’a 1/160 seulement. L’antigéne B est empéché 
jusqu’a 1/2560 par le sérum anti-B et jusqu’a 1/160 seulement par 
le sérum anti-A (fig. 4). 
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Les différences sont significatives et les antigénes employés 
dans la réaction ont bien une sensibilité spécifique suffisamment 
et exclusivement développée pour les anticorps homologues. Les 
résultats obtenus avec le sérum du malade sont donc valables. 


DILUTION DU SERUM; 40 160 320 640 1280 2560 5.120 T 
RAPS DIL a Hd ce I 


ANTIGENE A + SERUM PRECOCE (e) oe ae 
> (ED 
ANTIGENE A + SERUM TARDIF (°)@ @ 


ANTIGENE B + SERUM PRECOCE (e) () 
ANTIGENE B + SERUM TARDIF (@) (e) (¢) (e) () (e) 


Fia. 3. — Action d'un sérum humain de grippé sur l’agglutination des hématies 
de poulet par le virus grippal. En présence du virus A, ]’agglutination n’est 
empéchée qu’a 1/40, aussi bien avec le sérum précoce qu’avee le sérum 
tardif. En présence du virus B, le sérum précoce a empéché jusqu’a 4/80, 
alors que le sérum tardif a empéché jusqu’a 1/1.280. La réaction est donc for- 
tement positive pour le virus B. 


DILUTION DU SERUM: 40 160 320 640 1.280 2560 5120 T 


ANTIGENE A + SERUM ANTIA (*) 6) (e) (*) (e) (°) (@) (e) 
ANTIGENE B + SERUM ANTIA (e) (e) (e) Saxe 


ANTIGENE A + SERUM ANTI B (*) () (*) 
ANTIGENE B + SERUM ANTI B& (@) (e) (*) (e) (e) () OO ® 


Fic. 4. — Contréle des antigénes par les sérums standards. Suite de la réaction 
précédente (fig. 3). Les antigénes qui ont servi a la réaction sont essayés en 
présence de sérum standard. L'antigene A est neutralisé par le sérum anti-A 
jusqu’a 1/5.120 et par lantigéne B jusqu’a 1/160. L’antigéne B est neutralisé 
par le sérum anti-B jusqu’a 4/2.560 et par le sérum anti-A jusqu’a 1/160. Les 


deux antigénes ont donc une sensibilité spécifique suffisante pour que la 
réaction soit valable. 
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RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES SUR LA BACTERIDIE 
CHARBONNEUSE. VI. ESSAIS D'IMMUNISATION 
DU COBAYE PAR LE LIQUIDE D’CEDEME 
ET SES FRACTIONS 


par Pirrre GRABAR et Anng-Manig STAUB (°). 


(Institut Pasteur, Paris.) 


Les expériences de Bail [4] ont établi les premiéres en 1904 
la possibilité d’immuniser les animaux contre le charbon en leur 
injectant du liquide d’cedéme stérilisé par filtration. Depuis de 
nombreux auteurs ont repris la question que l’on trouvera traitée 
dans l’article de Sobernheim [9]. Salsbery [8] a méme donné 4 ce 
mode de vaccination une application commerciale en Amérique. Le 
fait que le liquide d’cedéme est immunisant est un de ceux sur 
lesquels s’appuya Bail pour édifier son hypothése d’une agressine 
immunisante présente dans le liquide d’coedéme et absente des 
extraits bactériens (auxquels les auteurs n’ont jamais reconnu 
qu’un pouvoir immunisant trés faible et la plupart du temps nul), 
done sécrétable par la bactéridie in vivo et non in vitro. 

C’est dans le but de chercher a éclaircir le mystére de cette 
agressine que furent entreprises les expériences relatées ici. Nous 
avons successivement : 

1° Etabli une technique d’immunisation donnant des résultats 
a peu prés constants a l'aide du liquide d’cedéme (de cobaye) sté- 
rilisé par ultrafiltration ; 

2° Etudié le pouvoir immunisant des fractions du liquide 
d’cedéme fractionné par des méthodes chimiques ; 

3° Etudié le pouvoir immunisant des fractions du liquide 
d’cedéme fractionné par des techniques immunochimiques : préci- 
pitation du liquide d’coedéme au moyen d’un sérum anticharbon- 
neux (ou de ses constituants), puis injection aux cobayes du pré- 
cipité spécifique ou du liquide surnageant débarrassé par centri- 
fugation du précipité spécifique. 


MaTéEnteL. — 1° Liquide d’edéme, obtenu chez le cobaye (1) a la suite 


(*) Société Francaise dé Microbiologie, séance du 11 octobre 1945. 
(1) Cf. pour les détails notre premier Mémoire [44], p. 19. 
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d’injection de 1/2 c.c. d’une culture de vingt-quatre heures d’une 
souche non capsulée préparée suivant la technique de Stamatin. 
Celui-ci a, en effet, montré [40] qu’un tel liquide était immunisant 
aussi bien que celui obtenu avec une souche capsulée. La stérilisation 
est obtenue par ultrafiltration sur membrane de collodion stérilisante 
[2R (diamétre moyen des pores) = 750 my]. 

2° Sérum anticharbonneux de cheval (2), préparé par injections sous- 
cutanées et intraveineuses 4 un cheval, de cultures virulentes vivantes P 


euglobulines de ce sérum précipitées par sa dilution avec 9 volumes 
d’eau distillée saturée de CO,. 


Tecunigurs. — Les injections immunisantes sont faites soit dans le 
derme, soit sous la peau, comme 1’indiquera la partie expérimentale 
de ce travail. 

L’injection d’épreuve est pratiquée sous la peau. On a adopté la dose 
de 0,05 c.c. du deuxiéme vaccin de l'Institut Pasteur (3) qui tue 
réguliérement le cobaye en quarante-huit heures ou trois jours [la 
dose minima mortelle est de l’ordre de 0,001 c. c.]. 

L’élimination des antigénes par précipitation spécifique a été effectuée 
aprés avoir déterminé le volume d’euglobulines qu’il fallait ajouter 
au volume du liquide d’cedéme, utilisé pour l’immunisation, pour se 
trouver en présence d’un léger excés d’anticorps. Afin d’éviter d’étre 
obligé d’injecter un trop grand volume du mélange aux cobayes, on 
a utilisé des euglobulines concentrées dissoutes dans un volume de 
sérum normal cing fois moindre que celui du sérum anticharbonneux 
dont elles provenaient. Enfin la centrifugation du précipité spécifique 
était faite 4 froid aprés séjour de quarante-huit heures & la glaciére. 

Dans les premiéres injections on précipitait en bloc tout le liquide 
d’cedéme nécessaire & une série d’injections, mais lorsque, pour 
l’injecter, on a voulu remettre en suspension dans la solution physio- 
logique le précipité formé, on s’est trouvé devant une suspension gros- 
siére, impossible a répartir en fractions homogénes, d’ot une source 
d’erreur possible dans les quantités injectées 4 chaque cobaye. On a 
donc dd, par la suite, précipiter le volume d’cedéme injectable 4 chaque 
cobaye dans des tubes séparés, ce qui permettait d’injecter sGrement 
aux animaux le précipité spécifique provenant du volume de liquide 
d’cedéme nécessaire pour obtenir l’immunisation. 


R&SULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° Recherche d’une technique d’immunisation par le liquide 
d’aedéme de cobaye. — Nous avons tout d’abord essayé les injec- 
tions intradermiques préconisées par Urbain et Rossi [42] 
2 injections de 1 c.c. a quinze jours d’intervalle. Ceci ne nous 
ayant donné qu’un médiocre résultat, nous avons pratiqué 3 injec- 
tions a huit jours d’intervalle. Les résultats, quoique supérieurs, 
étaient encore inconstants et surtout cette technique est fort labo- 


(2) Cf. pour les détails notre premier Mémoire [41], p. 20. 
(3) La souche nous a été aimablement procurée par M. A. Staub. 
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rieuse. On ne peut guére, en effet, injecter plus de 0,25 c.c. a la 
fois dans le derme du cobaye ; il faut done procéder a 4 piqtres 
au cours de chacune des 3 injections, d’ot une grande difficulté 
pour les derniéres injections oi Ja peau du cobaye est déchirée et 
un temps considérable dés qu'il s’agit d’expériences portant sur 
de nombreux animaux. 

Ces raisons nous ont amenés a adopter Jes injections sous-cuta- 
nées, bien plus simples et permettant |’utilisation d’une plus grande 
quantité de liquide, malheureusement aussi plus cotteuses en 
liquide d’cedéme. L’expérience a montré en effet que, pour étre 
efficace, l’immunisation devait comporter 5 injections de 2,5 c. c. 
chacune, soit 12,5 c. c. de liquide pour chaque animal en expé- 
rience, ce qui représente un peu plus que la quantité recueillie 
en moyenne sur 1 cobaye. Ces injections sont pratiquées a deux 
jours d’intervalle. L’épreuve est faite huit jours aprés Ja derniére 
injection. 


Sur 12 cobayes ainsi immunisés par du liquide d’ceedéme, 10 ont 
survécu a l’inoculation d’épreuve, 2, dont une femelle pleine, ont 
succombé avec un retard de quatre et de deux jours sur le témoin. 


2° Fractionnement chimique du liquide d’edéme. — Une pre- 
miére expérience a été faite avec du liquide d’cedéme dialysé. 
Malheureusement il ne resta qu’un cobaye lors de l’épreuve : il 
résista. (V. expérience A, Tableau I.) 

Nous avons ensuite essayé de séparer la fraction active par 
relargage au moyen du sulfate d’ammonium. Cette méthode nous 
avait permis, en effet, d’obtenir 3 fractions dont ]’une contenait 
le polyoside a (v. 1° Mémoire [44], p. 26), nous l’avions appelée 
la fraction a; l’autre ne le contenait plus, nous l’avions appelée 
la fraction b ; et la 3° ne contenait plus aucun antigéne ou hapténe 
précipitable par le sérum : fraction c. 


Nous rappellerons pour mémoire la préparation de ces 8 fractions. 
On ajoute & un volume mesuré de liquide d’cedéme, non ultrafiltré, 
du sulfate d’ammonium en poudre jusqu’é obtenir une teneur corres- 
pondant a 40 p. 100 de saturation (celle-ci calculée & 75 g. pour 
100 c.c.) ; on laisse déposer le précipité quelques heures, puis on 
centrifuge, ou l’on filtre si les graisses de 1’edéme empéchent le pré- 
cipité de sédimenter. Le liquide surnageant A est conservé. Le précipité 
est repris par un faible volume d’eau distillée, puis précipité une 
seconde fois par la méme concentration de SO,(NH,),. Les eaux de 
lavage sont ajoutées au surnageant A, tandis que le précipité, dissous 
dans l’eau distillée, est dialysé contre une solution de phosphates M/15 
a pH 7,5 rendue isotonique par addition de NaCl 4 5 p, 1.000. La solution 
four est filtrée sur membrane de collodion stérilisante: c’est la frac- 
ion a. 


On porte 4 70 p. 100 de la saturation la concentration en SO,(NH,). 


at mmc seemed 
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TABLEAU I. — Action du fractionnement chimique 
sur le pouvoir immunisant du liquide d’cedéme. 


DATES ET MATERIEL l’épreuve 

par RESULTATS 
0,05 c.c. 
2° vaccin 


NUMERO 
du cobaye (1) 


d'immunisation 


EXPERIENCES 


8 septembre 1942. | & octobre. | VVVVVVVV 


tobre et 2 novembre 1942. | 40 novembre. 


ws 


, VBA A 
, VVVVVVV 
40 novembre. VVVVVVVV 


40 novembre. 


Bee eS ES Ee ae 


Tye be a 15 novembre 1942, | 24 novembre. 

VVVV———..V+4+ (14j.) 
VVVVVVVV 

L. @. § a. 24 novembre. VVVVVVVV 


VVVVVVVV 
VV+ 
VVV+ 

L. ow. 8 b. 24 novembre. VVV+ 
VVVVVVVV 
VVVVVVVV 


VVVVVVVV 
VVVVVVVV 


ae 
[r. 
eS 
a 
{ 
e VVVVVVVV 


| 11, 13, 15,18, 20 janvier 1943. | 28 janvier. 


Protéides du L. ew. 8 a. 28 janvier. 


| Polyoside du L. e@. 8 a. 28 janvier. 
} Témoins. 28 janvier. 
| 


(4) Dans chaque série il 4 été préparé 5 cobayes, mais beaucoup sont morts en cours d’immu- 
nisation par suite de maladies intercurrentes. Nous n’avons indiqué que les survivants. 

Légende : + =mort, V = jour de survie, 8 V = survie définitive, Eug. = euglobulines dont 
on a éliminé les anticorps antipolyoside b ; Hug. tot. = euglobulines totales, L. ce. = liquide 
d’cedéme, 2° vac. = 2° vaccin charbonneux de I’Institut Pasteur. 


du liquide surnageant A additionné des eaux de lavage. On laisse 
quelques heures. On centrifuge. On garde le surnageant B. Le préci- 
pité, repris par l’eau distillée, est précipité une deuxiéme fois par la 
méme concentration en SO,(NH,),, centrifugé, le surnageant C est 
ajouté au surnageant B. Le précipité dissous dans l’eau distillée est 
mis a dialyser contre la solution tampon ci-dessus décrite, puis ultra- 
filtré comme la fraction a : c’est la fraction b. 

Les surnageants B et C réunis sont enfin dialysés contre la solution 
tampon et ultrafiltrés : c’est la fraction c. 
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On injecte 5 fois 4 chaque cobaye le volume de chaque fraction 
correspondant A 2,5 c.¢. du liquide d’coedéme de départ suivant 
Ja technique habituelle. 

Les résultats du tableau I montrent que la fraction ¢ est totale- 
ment dépourvue du pouvoir immunisant (tableau 1; D). La frac- 
tion b semble avoir perdu une partie de son pouvoir immunisant 
(tableau I; F), bien qu’il y ait eu, une fois, 2 survivants sur 
2 vaccinés (tableau I; C). Enfin Ja fraction a vaccine 5 cobayes sur 
6 (tableau I; B, E) comme le liquide d’cedéme total (expériences 
J et Q, tableau II). 

Poussant plus avant |’étude de la fraction a, nous avons essayé 
les pouvoirs immunisants du polyoside, préparé aprés défécation 
par CCI],COOH, et de Ja fraction protéidique, récupérée aprés 
extraction du polyoside. 


On ajoute au volume mesuré de la fraction a refroidie a la glacitre 
un égal volume d’acide trichloracétique N/2 refroidi lui aussi a la 
glaciére ; on opére le mélange dans la glace ; on laisse deux heures 
a la glaciére; on centrifuge a froid ; on lave deux fois le précipité 
avec CCI, COOH N/, froid ; on réunit les eaux de lavage au premier 
surnageant ; on dialyse le liquide contre de l’eau distillée, puis on pré- 
cipite le polyoside par addition de 5 volumes d’alcool ; on Je redissout 
et on le reprécipite par l’alcool plusieurs fois ; enfin on le met en 
solution dans la solution physiologique et on le stérilise par filtration 
avant les injections. Le précipité protéidique est mis en suspension 
dans la solution physiologique, neutralisé par la soude normale qui le 
dissout et mis a dialyser contre la solution tampon isotonique décrite 
plus haut. Il y a souvent un gros dépét pendant la dialyse, qu’on 
élimine par centrifugation. La solution claire est ultrafiltrée pour la 
stérilisation avant l’injection aux cobayes. 


L’expérience U (tableau I) montre que le polyoside est dénué 
de tout pouvoir immunisant, alors que les protéides gardent une 
certaine valeur vaccinante (tableau I; H). 


3°. Fractionnement immunochimique du liquide d>cedéme. — 
Depuis longtemps déja les expériences de Matzumoto [6] ont 
établ, d’une part que le liquide d’cedéme formait un composé 
spécifique insoluble avec un sérum anticharbonneux, d’autre part 
que |’élimination de ce précipité dtait au sérum son pouvoir pro- 
tecteur et a l’cedéme son pouvoir immunisant. Nous avons repris 
dune facon quantitative |’étude de cette précipitation spécifique, 
et nous en avons donné antérieurement les résultats [41]. Elle 
nous avait montré que seules les euglobulines du sérum antichar- 
bonneux formaient un composé insoluble avec le liquide d’cedéme, 
les pseudoglobulines ne donnant aucun précipité visible dans les 
mémes conditions. Dans le présent travail nous avons recherché 
ce que devenait le pouvoir immunisant du liquide d’cedéme lors- 


LLL ALMA LL ALLA LADS 


{MMUNISATION DU COBAYE CONTRE LE CHARBON 539 


Tasieau Il. — Action du fractionnement immunologique 
sur le pouvoir immunisant du liquide d’cedéme. 


2 a ; DATE 
g|g> DATES ET MATERIEL ge ee 
= p ‘ 
= iS 3 dimmunisation 0,03 c.¢. pts ass 
iS 3 de 
=) a) 2° vaccin 
is 23, 75, 28, 30 9 VVVVVVVY 
4 7 mat, 1° Juin 1942. ben8 VVVV 
SSE Canck te wuts AS, feane VV 
46 VVVVVVVV 
- L. cw. n° 5 aprés élimination ye 
K 9 x9 du précipité spécifique avec | 13 juin. TURN 
le sérum normal. 
ete ae 
C.C. ce. n° 5 précipité ee + 
£ 54 par euglobulines abtales. 13 juin. VV+ 
39 ( Précipité spécifi \ vat 
“e ss spécifique. oar) V- 
) 60 ce. n° 5 + Eug. tot. 13 juin. / a 
64 VVV+ 
\ 63 VVV+ 
N 64 ( 2,5 c.c. L. we. n° 5 + Eug. tot. 13 iui VV+ 
) 65 (avant précipitation). Juin. VVVVVVVV 
66 VVVVVVVV 
0 = 2,5 ee e n° 5 précipité | 43 jyin, aa 
\ e \ ey 
+ 
Breas & Ban one PON EME) 43 hain. WNVVVV VY 
/ 76 = . VVV+ 
17 VVV+ 
| 78 | Témoin. 43 juin. vV+ 
79 pial a Me 
80 18, 21, 238,25, 28 septembre 1942. VVVVVVVV 
Q) st (28c.c. L. w. n° 6. BORO) IVUNV NYY. 
82 VVVVVVVV 
84 Appés élimination VVVVVVVV 
Rj} 85 ( de la pecepualien. chimigue | 6 octobre. ) VVVVVVVV 
86 )S0,H,+Cl,Ba->S Dear HCl Hn AED AB 
89 eta ahey wae sae + 
s 90 oe. n° 6 + Eug. 6 octobre. VVV+ 
_ L. cw. n° 6 aprés ne alae 
A 6 - pee spécifique avec | 6 octobre. VV+ 
97 VV+ 
muss Témoins. 6 octobre. val 
| 


(1) Voir renvoi du tableau I. 


qu’on en avait éliminé tous les antigénes précipitables par les euglo- 
bulines (par centrifugation du précipité spécifique). Les expérien- 
ces faites tant au moyen de l’injection intradermique qu’avec les 
injections sous-cutanées suivant la technique définitivement adop- 
tée, nous ont montré que |’éliminaion du précipité spécifique s’ac- 
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compagnait toujours de Ja suppression du pouvoir immunisant 
(tableau IIT; L). : ine 

Si, par contre, on injecte Je mélange euglobulines, liquide 
d’cedeme avant que la précipitation spécifique ait eu le temps de se 
produire, il n’y a plus suppression totale, mais seulement par- 
tielle du pouvoir immunisant (tableau IT ; N). 

L’addition de sérum normal au liquide d’cedéme fait apparaitre 
un léger précipité : son élimination affaiblit, mais ne supprime pas 
l’activité immunisante du liquide d’cedéme (tableau II; K). 

Un essai d’adsorption non spécifique, sur du sulfate de Baryum 
précipité au sein du liquide d’cedéme, a été réalisé, a titre de 
comparaison, de la maniére suivante : on ajoute au liquide d’cedéme 
1c. c. de SO,H, puis 1 c. c. de Cl,Ba exactement titrés, on élimine 
par centrifugation le SO,Ba formé qui précipite : le pouvoir immu- 
nisant reste total (tableau II; R). 

Poussant plus avant le fractionnement, nous avons recherché 
si l’antigéne contenant le polyoside b (Cf. notre Mémoire I [44]) 
était responsable en partie du pouvoir immunisant. Nous avons 
donc précipité le liquide d’cedéme non plus avec les euglobulines 
anti-charbonneuses totales, mais seulement avec ces euglobulines 
privées des anticorps anti-polyosides b au moyen d’une précipi- 
tation spécifique préalable, le polyoside b étant facile a4 isoler de 
la bactéridie suivant la technique décrite par Ivanovics [5]. Une 
telle solution d’euglobulines (Eug. | ) précipite done les mémes 
antigénes que les euglobulines totales sauf ceux contenant le polyo- 
side b. L’élimination du précipilé spécifique obtenu alors avec ces 
euglobulines incompletes (Eug. | ) ef le liquide d’cedéme amena 
encore la disparition totale du pouvoir immunisant (tableau II ; 
O et1). 

Enfin l’injection aux cobayes des précipités spécifiques obtenus 
soit avec les euglobulines totales (Expérience M, tableau II), soit 
avec celles privées des anticorps antipolyosides (Eug. | ). (Exp. P, 
et S, tableau IJ) n’immunisa pas les cobayes ou seulement faible- 
ment dans une expérience avec les euglobulines sans antipolyoside b 
(Eug. |) (Exp. P, tableau I). ; 


Discussion DES RESULTATS OBTENUS. 


Des faits apportés par le fractionnement chimique il ressort que 
la substance immunisante du liquide d’cedéme est un protéide pré- 
cipitable par lacide trichloracétique ; la différence du pouvoir 
immunisant observée entre la fraction a et les protéides que ]’on 
en extrait peut s’expliquer par une dénaturation partielle de ces 
derniers pendant le traitement par CC],COOH, malgré les précau- 
tions de froid dont nous nous sommes entourés. C’est JA un procédé 
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brutal et la preuve en est dans l’insolubilisation d’une bonne partie 
au cours de la dialyse. 

La précipitation spécifique de la substance active par les euglo- 
bulines (Exp. L, tableau II) peut sembler A premiére vue en con- 
tradiction avec ces conclusions. Ne pense-t-on pas et n’avons-nous 
pas écrit nous-mémes (Mémoire II, p. 142 [4]), que les euglobulines 
des immunsérums de chevaux contenaient les anticorps antipolyo- 
sides alors que c’était parmi les pseudoglobulines qu’il fallait cher- 
cher les antiprotéides? Mais cette contradiction n’en est plus une si 
l'on admet que le protéide immunisant est un glucoprotéide. A sa 
fraction glucidique correspondraient des anticorps, parmi les euglo 
bulines de ’immunsérum, capables de s’unir a lui et de le préci- 
piter. Nous avons montré ailleurs [4] que les glucoprotéides exis- 
talent bien dans le liquide d’cedéme et nous en avons étudié la 
précipitation spécifique par l’immunsérum. Nous avions méme 
montré |’existence de deux sortes de ces glucoprotéides: ceux dont 
la fraction glucidique contenait les polyosides a et b et ceux qui ne 
contenaient que le polyoside b. 

C’est en vue de déterminer le rdle de chacun de ces deux com- 
plexes dans l’immunisation du cobaye par le liquide d’cedéme que 
nous avons essayé le pouvoir immunisant de deux fractions de ce 
liquide ne contenant plus le complexe polyoside a-protéide, mais 
seulement le polyoside b-protéide. 

L’une préparée par voile chimique (relargage par SO, (NH,),), 
la fraction b, garde un faible pouvoir immunisant et semble donc 
permettre d’attribuer un certain réle ou complexe polyoside b-pro- 
téide (Exp. C et F, tableau I) dans l’immunisation du cobaye. 

L’autre a été préparé comme suit : on précipite le liquide d’cedéme 
avec les euglobulines privées des anticorps antipolyoside b 
(Eug. | ). On évite ainsi la précipitation spécifique du polyoside 
b-protéide que nous espérions garder en solution a l’exclusion du- 
complexe polyoside a-protéide précipité par les anticorps homo- 
logues. Les expériences O et T (tableau II) montrent qu’une telle 
préparation s’avére incapable de vacciner les cobayes. La contra- 
diction apparente entre ce résultat et le précédent peut s’expliquer 
de deux facons : 

1° Les expériences F et C (tableau I) n’ont permis de vacciner 
que 4 cobayes sur 7 avec la fraction b. I] se peut done que les 
différents lots d’coedéme contiennent des quantités variables du com- 
plexe polyoside b-protéide, et que ceux utilisés dans les expé- 
riences O et T avec les euglobulines } n’en contiennent pas assez 
pour étre immunisants. 

2° On pourrait aussi penser qu’il y a eu adsorption, par le pré- 
cipité spécifique, des complexes polyoside-b-protéide laissés en 
solution par la précipitation spécifique dans les expériences O 
et T. Cela serait A rapprocher des résultats obtenus avec un liquide 
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d’cedéme précipité par du sérum normal (tableau II; K). I ne 
peut étre question d’une précipitation spécifique dans ce cas et la 
diminution du pouvoir immunisant observée avec le liquide débar- 
rassé du précipité par centrifugation ne peut étre rattachée qu’a 
Vadsorption de la substance active par le précipité, ou a celle 
d’une substance favorisant l’immunisation, telle que la mucine. 
Cette adsorption de la substance immunisante par le précipité spé- 
cifique expliquerait les résultats de l’expérience P (tableau IJ), 
ou 2 cobayes sur 5 furent vaccinés aprés ]’injection du précipité 
spécifique (liquide d’cedéme + euglob. | ), mais |’expérience 
ayant été négative dans le second lot de cobayes (Exp. S, 
tableau II), on peut se demander s’il ne s’agit pas 1a d’un cas 
de protection non spécifique, due a Ja réaction inflammatoire des 
tissus, telle que celle étudiée par Boquet et Stamatin [2] et que 
nous-mémes avons pu constater aprés une série d’injections d’alu- 
mine (observation non publiée). 

Quoi qu’il en soit nous pourrons retenir de tout ceci que la frac- 
tion immunisante du liquide d’cedéme est constituée par des gluco- 
protéides, les complexes polyoside a-protéide étant particuliére- 
ment actifs, mais les complexes polyoside b-protéide ne semblant 
pas néanmoins dénués de toute activité. 

Il nous reste a discuter maintenant le réle, dans |’immunisation, 
des deux composants du complexe : le glucide et le protéide. La 
fraction glucidique seule n’est pas active (Exp. U, tableau I) ; il 
s’agit d’un hapténe non antigénique par lui-méme comme le polyo- 
side b étudié par Ivanovics [5] et la plupart des polyosides bac- 
tériens. 

Plus complexe est le réle de Ja fraction protéidique. On pour- 
rait penser qu’elle ne joue qu’un réle de support rendant antigé- 
nique la molécule glucidique trop petite. Dans ce cas, seuls Jes 
anticorps antipolyosides seraient importants pour la défense de 
lorganisme (comme dans le cas du pneumocoque). Or c’est juste- 
ment le contraire que ]’on observe : les seuls anticorps qui soient 
protecteurs pour le cobaye sont parmi les pseudo-globulines (con- 
tenant les antiprotéides) et non parmi les euglobulines, celles-ci 
qui contiennent les antipolyosides étant parfaitement inefficaces 
pour la protection du cobaye contre l’infection charbonneuse [3]. 
La fraction protéidique joue donc un réle spécifique ici. 

Mais alors, si cette fraction protéidique est active spécifique- 
ment, comment les précipités spécifiques obtenus avec les 
euglobulines dans nos expériences M et S (tableau II) ne sont- 
ils pas immunisants? Il semblerait en effet que dans ces 
précipités les anticorps ne se combinant qu’aux antigénes homo- 
logues, les glucides, les groupements protéidiques spécifiques 
restent libres et puissent encore susciter chez le cobaye la forma- 
tions des anticorps. Néanmoins nos connaissances sur la composi- 
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tion des précipités spécifiques sont encore trop pauvres pour que 
nous fassions état de cette objection. Il se peut en effet qu’au cours 
du deuxiéme stade (formation d’agglomérats spécifiques insolu- 
bles) les protéides se trouvent dissimulés ou peut-étre dénaturés. 
C’est ainsi que s’expliquerait la persistance d’une certaine action 
immunisante dans le mélange liquide d’cedéme-euglobulines, lors- 
qu'il est injecté immédiatement avant que la précipitation ait eu 
le temps de se produire (tableau II ; N), mais non avant que l’union 
des antipolyosides avec l’antigéne se soit faite, celle-ci étant quasi 
instantanée (< 3 secondes) d’aprés les derniers résultats acquis 
sur ce point avec le pneumocoque par Meyer et Heidelberger [7]. 

Bien qu‘il reste encore de nombreux points obscurs, on peut 
conclure de nos expériences que la fraction immunisante du liquide 
d’cedéme de cobaye est un glucoprotéide. Cette constatation donne 
un nouvel intérét a toutes nos études immunochimiques antérieu- 
rement publiées, tant & propos des glucoprotéides du liquide 
d’cedéme que de ceux des extraits microbiens, qui a notre avis 
doivent étre les mémes. Mais pourquoi ces derniers ne sont-ils 
pas immunisants? Sans doute parce que nos moyens d’extraction 
actuels ne nous permettent pas, soit d’isoler le glucoprotéide actif 
tel que les diastases du cobaye (ou du microbe) |’ont séparé du 
reste du corps microbien, dans le liquide d’cedéme, soit d’obtenir 
ce glucoprotéide en assez grandes quantités. Ajoutons aussi que 
la présence des mucines ou d’autres protéides du cobaye contenus 
dans le liquide d’cedéme peut aider a l’immunisation en empéchant 
Valtération du produit microbien actif injecté. Tout ceci deman- 
derait de nombreuses expériences complémentaires, que la pau- 
vreté en animaux (nombre et qualité) des temps actuels ne nous 
a pas permis d’entreprendre. Le fait que nous apportons (activité 
immunisante d’un glucoprotéide), en s’ajoutant a tous les résultats 
similaires acquis avec d’autres microbes (typhique, dysentérique, 
tuberculeux, streptocoque) nous a paru néanmoins justifier la 
publication de nos résultats. 


Resume. 


1° Conformément aux résultats publiés par Stamatin, le liquide 
d’cedéeme obtenu par injection d’une souche acapsulogéne au 
cobaye est immunisant pour d’autres cobayes. 

2° Quelques expériences de fractionnement chimique montrent 
que la fraction immunisante du liquide d’cedéme est un protéide. 

3° Par contre, les expériences de fractionnement sérologique 
montrent que l’activité immunisante disparait lorsqu’on précipite 
spécifiquement le liquide d’cedéme par des euglobulines (anti- 
polyosides) anticharbonneuses. _ . Vy 

4° En conclusion, la fraction immunisante du liquide d’cedéme 
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est un glucoprotéide, le complexe polyoside a-protéide jouant 


vraisemblablement le principal réle. 
5° Les conséquences de ces faits et leur rapport avec nos 
connaissances sur les anticorps proltecteurs sont discutés. 
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LE BOTULISME EXPERIMENTAL DU CHEVAL 
ET LA QUESTION DU BOTULISME NATUREL 


par R. LEGROUX, Jean C. LEVADITI et R. LAMY ('). 


(Institut Pasteur. 
Service de microbie technique et Service des virus.) 


Des cas de mortalité équine d’allure épizootique caractérisés 
principalement par une paralysie du train postérieur se sont pro- 
duits en France depuis 1940 dans divers départements éloignés les 
uns des autres, tels la Vienne, l’Aube, la Mayenne, la Marne, 
le Pas-de-Calais, la Somme, etc. Les caractéres propres 4 chaque 
éclosion de la maladie ont permis de penser qu’il existait une 
origine commune et que cette origine était elle-méme différente 
des méningo-encéphalites ou des encéphalomyélites du cheval, 
comme il en fut observé par Thiéry, L. et L. Salomon [4], par 
Jacquet et Habert [2], etc. 

Les circonstances dans lesquelles survient la maladie, ainsi que 
les caractéres des paralysies, bien mis en évidence par Caudron [3], 
L. et H. Lamarre [4], Forgeot [5] et par Brion et Armingaud [6] 
sont en faveur du botulisme tel qu’il a été décrit par Graham et 
Brueckner [7] en Amérique, sous le nom de forage poisoning, par 
Seddon en Australie [8], par Willems en Belgique [9], par Getas 
[40], Bouchet [41] en France, par Donatien et Lestoquard [42] en 
Algérie, et auquel Theiler et Robinson [43] avaient, dés 1928 donné 
au Transvaal le nom de parabotulisme des équidés. La fréquence 
des cas oti des cadavres d’animaux en putréfaction ont pu souiller 
les aliments des chevaux, renforce encore la vraisemblance de cette 
hypothése. Mais, dans les cas observés par nous [414], l’étude expé- 
rimentale n’a apporté aucun fait en faveur du botulisme équin. 
Ceci nous a incités 4 étudier le caractére de la maladie expérimen- 
tale provoquée par des souches de Cl. botulinum isolées en France 
en médecine humaine, afin d’en comparer les symptémes avec ceux 
du botulisme naturel. 

Deux variétés de Cl. botulinum ont été jusqu’a présent observées 
en France. Ce sont des souches de type B isolées chez le porc et de 
type A rencontrées dans les poussiéres du sol. Mais aucune des 
variétés C ou D, identifiées dans les autres pays et en particulier 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1945. 
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par Willems en Belgique, n’ont pu étre isolées en France. La 
souche de type B a été isolée une seule fois par Seddon au cours 
d’une intoxication équine dite forage poisoning et ultérieurement 
Gaiger et Theiler [15], ont réalisé le botulisme expérimental du 
cheval. 

Nous avons utilisé deux souches, l’une de type A, dont la d.m.m. 
de toxine est pour le cobaye de 1/10.000 cm* et une souche de 
type B dont Ja toxine tue le cobaye inoculé sous la peau au 
1/300.000 de cm*. 


MALADIE EXPERIMENTALE 


Quatre chevaux, en moyenne hors d’age, ont ét¢ soumis & ]’ac- 
tion de la toxine botulique ou des cultures entiéres (tableau I). 


TasLeau I. — Durée de la maladie expérimentale du cheval. 


ell 


NUMERO DU CHEVAL 


1 2 3 4 

LOXIN Jee meee hice Tae A+B A+B A B 
Dosenen .) Sv ede aa, facets 0.4 cm' + 0,4 | 6 cm? +. 47 cm® | 6 cm* | 17 cm® 

Culture sporuléeweme seen 0 1 tube de A. 4 tube de B. 0 0 
Voie de pénétration. ..... S. Cut. Ingestion. Ingestion. | Ingestion. 
Imcubstrony.. 1c galesned ean! ais Daye 2 jours. 6 jours.|412 jours. 
Durée de la maladie apparente. 8 heures. 3 jours. 2 jours.|46 jours. 
lia toxiné-tueen. hese ae 3 jours. 5 jours. 8 jours.|28 jours. 

CurevaL 1. — Un mélange a parties égales de toxines A et B est injecté 


par voie sous-cutanée A la dose de 0,2 cm, au total, diluée dans une 
quantité appropriée d’eau physiologique. Le cheval reste bien portant 
pendant deux jours. Le deuxiéme jour |’incoordination des mouvements 
est évidente, la démarche est ébrieuse. Le troisitme jour. au matin, il 
est trouvé couché sur le cété et ne peut étre relevé. Ses membres sont 
en extension et de temps 4 autre sont animés de mouvements de trot ou 
de galop. La dyspnée s’accompagne de battements des nasaux, elle pré- 
domine a linspiration et les mouvements respiratoires sont plus 
abdominaux que thoraciques. La téte repose sur le cété, les paupiéres 
battent spontanément, les oreilles bougent, la langue pend hors de la 
bouche complétement paralysée, il n’y a pas d’écoulement apparent de 
salive, mais, sous la bouche, le sol est humide et l’auge dans laquelle 
Vanimal a mangé contient de la bave. L’animal ne hennit pas et ne peut 
boire. La piqdre ne détermine aucune réaction sur tous les territoires 
cutanés, sauf sur ceux de la téte. Le réflexe palpébral et le réflexe photo- 
moteur sont conservés. Il n’y a ni météorisme abdominal, ni trouble 
sphinctérien. La température est A 36°4, le pouls a 60. 

Quelques heures plus tard, l’état est le méme, il n’y a toujours aucune 
sensibilité et le réflexe palpébral est conservé. La mort a lieu trois 
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jours aprés l’injection par syncope respiratoire, les muqueuses sont 
restées pales, il n’y a eu aucune asphyxie. 


CuevaL 2. — Le second cheval ingére un mélange de 6 cm? de toxine 
‘ et de 17 cm’ de toxine B incorporés dans de la farine, de maniére a 
obtenir une pate 4 laquelle on ajoute le contenu de 2 tubes de Cl. botu- 
linum, l’un de B, J’autre de A contenant un grand nombre de spores. 

Pendant quarante-huit heures, le cheval reste d’apparence normale 
mais le hennissement est voilé et la démarche ébrieuse. Aprés la tren- 
tiéme heure, la salive s’écoule goutte 4 goutte de la bouche. Le troisigme 
jour le cheval bave toujours et machonne de la paille qui reste en partie 
hors de la bouche, comme s’il y avait une géne a la déglutition. 

C’est quatre jours aprés l’ingestion de toxine et de corps microbiens 
que le cheval est couché sur le cété. La paralysie est incomplete, il peut 
mobiliser ses quatre membres dans des mouvements, soit coordonnés, 
soit indépendants. Si on tente de le relever, il mobilise son thorax, mais 
n’arrive pas a se soulever sur les membres antérieurs. La région lombaire 
est raide. Mais le ventre est aspiré pendant l’inspiration et se gonfle a 
l’expiration. Le cheval boit, bouge les yeux et les oreilles. Il ne semble 
plus baver, les muqueuses sont d’apparence normale, la sensibilité a la 
piqure est conservée, la température reste normale. La mort a lieu cing 
jours aprés |’ingestion, l’attitude du cheval étant inchangée. 


CuFvaL 3. — Ce cheval ingére 6 cm? de toxine A incorporée a de la 
farine et du son, sans toxine B ni spores. L’incubation dure six jours, 
le septiéme jour au matin, il est en décubitus latéral, ses membres sont 
agités de mouvements de galop, la respiration est normale. 

Le lendemain, des moments de calme complet alternent avec des 
périodes d’excitation au cours desquelles le cheval agite violemment ses 
quatre membres. Aprés ces crises, il respire bruyamment. Les autres 
symptémes sont ceux des chevaux précédents, mais il n’y a pas de 
salivation apparente. Le cheval meurt par syncope respiratoire huit 
jours aprés l’ingestion de toxine. 


Cueva 4. — Ce cheval est soumis & l’action de la toxine B dent il 
Géglutit 17 cm*, il ne recoit ni toxine A ni corps microbiens. Pendant 
douze jours il reste normal, le treiziéme la salive s’écoule lentement de 
sa bouche et la mangeoire contient de la bave. Pendant les huit jours 
suivants, il a bavé constamment, mais n’offrait & ]’examen aucun autre 
symptéme. Plus tard, il ne bave plus et reste d’apparence normale 
pendant encore une semaine, bien que sa démarche soit difficile et 
hésitante. Ce n’est que le vingt-septiéme jour aprés l’ingestion qu’il se 
couche latéraiement, présentant les mémes symptémes que les chevaux 
précédents, et qu’il meurt en vingt-quatre heures par syncope respi- 
ratoire. 


ANATOMIE PATHOLOGIQUE. — A |’autopsie les lésions suivantes ont 
pu étre mises en évidence. ji 
Cheval 1. — Seul le tube digestif est altéré par une congestion 


intense. A l’ouverture de l’estomac une zone congestive de 5 a 6 cm. 
de diamétre se voit A la hauteur de la grande courbure. La mu- 
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queuse du duodénum, celle de l’iléon et plus encore celle du jéju- 
num est modifiée par des plaques congestives de teinte lilas, non 
hémorragiques, 4 contours découpés, longues de 10 a 12 cm. et 
disséminées sur 4 ou 5 métres. 

Cheval 2. — Le tube digestif et l’encéphale sont altérés, les 
vaisseaux de l’encéphale sont trés dilatés, gorgés de sang et la 
congestion cérébrale est intense. L’ensemble du tube digestif est 
violacé en particulier la muqueuse gastrique 4 la hauteur de la 
grande courbure, elle se décolle facilement et laisse voir une con- 
gestion trés intense des vaisseaux et de la sous-muqueuse. Prés du 
pylore Je duodénum est violacé sur une longueur d’environ 30 em 
Rien n’est visible sur le jéjunum et la muqueuse de l’iléon est le 
siége d’une congestion diffuse sans limites nettles et sans ulcé- 
rations. 

Chevaux 3 et 4. — Les lésions sont identiques 4 celles des che- 
vaux précédents, des plaques congestives s’étendent également sur 
une ou plusieurs parties de l’intestin gréle. 


HisToLocie PATHOLoGIQUE. — Cheval 1. — L’examen histologique 
révéle dans l’encéphale (corticalité, noyaux gris centraux et protu- 
bérance) comme dans le bulbe, une congestion vasculaire intense 
ainsi que des suffusions sanguines périvasculaires, circulaires, 
nettement limitées, entourées de corps granuleux qui marquent 
la réaction neuroglique. Ces suffusions refoulent la matiére céré- 
brale qui est complétement décollée des parois vasculaires. En 
leur centre, les vaisseaux trés dilatés et gorgés de sang, ont une 
lumiére perméable, mais leurs endothéliums sont en voie de des- 
quamation (fig. 1). Aucune lésion des neurones n’est visible sur 
les coupes. A |’examen des reins on voit que les vaisseaux sont 
dilatés et qu’il existe une glomérulo-néphrite marquée par une 
congestion intense des glomérules et de petites suffusions san- 
guines interstitielles ; au centre quelques cylindres hématiques 
peuvent combler les tubes uriniféres. Congestion discréte et petites 
hémorragies de la cortico-surrénale ; la médullo-surrénale est 
normale. 

Aucune lésion hépatique ou pulmonaire, tandis que dans la 
rate la congestion, les hémorragies et les dépéts d’hémosidérine 
autour des follicules de Malpighi sont considérables. La congestion 
vasculaire de la muqueuse et de la sous-muqueuse jéjunale ou 
iléale n’est accompagnée d’aucune hémorragie ni d’aucune réaction 
cellulaire dégénérative (fig. 2). 

Cheval 2. — Autour de l’encéphale les vaisseaux corticaux sont 
trés dilatés et les lésions hémorragiques sont plus accentuées, elles 
sont presque diffuses au niveau du cortex, des noyaux gris centraux 
et de la corne d’Ammon. L’atteinte des neurones est prouvée par la 
chromatolyse et l’existence de zones oxyphiles protoplasmiques et 
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va parfois jusqu’aé la nécrose ; autour des zones hémorragiques 
une couronne de pigments et d’hémo-sidérine marque l’ancienneté 
des lésions. La congestion de l’hypophyse est intense et les cellules 
du lobe postérieur sont noyées dans les hématies. Les ganglions du 
sympathique thoracique sont indemnes de lésions. 
__Les altérations des organes thoraciques ou abdominaux sont 
identiques a celles du cheval précédent et des chevaux 3 et 4. 
Chevaux 3 et 4. — Les lésions histologiques du névraxe ont éga- 


Fic. 1. — Plusieurs suffusions sanguines périyasculaires situées dans les noyaux 
gris centraux (cheval 1). Gross. : 140. (Photomicrographie Jeantet.) 


lement le type d@’hémorragie périvasculaire, mais pour le cheval 4 
les Iésions sont plus anciennes entourées de pigments d’hémo- 
sidérine et d’images typiques de neuronophagie. La lente évolution 
de la maladie (vingt-huit jours au lieu d’une semaine chez les 
autres chevaux) explique l’organisation des lésions. 

En résumé, les altérations anatomiques et histologiques des 
chevaux ayant succombé sont congestives (tube digestif, systeéme 
nerveux) et n’ont rien d’inflammatoire, elles sont du méme type que 
les lésions provoquées par Reilly au cours des irritations du systeme 
neuro-végétatif 4 ’aide de toxines microbiennes ou végétales. Ces 
lésions histologiques n’ont rien de particulier au cheval, elles sont 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 72, n°* 7-8, 1946. 36 


330 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


semblables a celles observées chez les cobayes, les lapins et les 
chiens ayant succombé a des intoxications provoquées par les 
toxines botuliques. 


Erupe BactérioLocigue. — A l’autopsie du cheval 2, cheval qui 
a ingéré des spores botuliques en méme temps que de Ja toxine, le 
foie est prélevé stérilement et placé dans un cristallisoir stérile. Les 
tubes de gélose-gélatine ensemencés avec des fragments de foie de 


Fie. 2. — Enorme vasodilatation des vaisseaux de la sous-muqueuse de Jiléon. 
Pas d hémorragie (cheval 4). Gross. : 75. (Photomicrographie Jeantet). 


Ja taille d’un pois et broyés dans un mortier stérile avec du sable 
siliceux, sont placés a |’étuve a 37°. Les cultures permettent d’iso- 
ler quelques colonies du type Vibrion septique. Les cultures de ce 
germe en bouillon, 4gées de 10 jours et filtrées, sont inoffensives 
pour les cobayes inoculés par voile sous-cutanée : aucun micro- 
se du type botulique n’a pu étre mis en évidence a partir 
du foie. 

Comme l’avait fait Willems [9], le reste des fragments de foie, 
conservés stérilement en boites de Petri 4 la température du labo- 
ratoire, sert pendant les six premiers jours a faire ingérer chaque 
jour 4 un cobaye neuf un fragment gros comme un pois. Aucun 
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des cobayes ne réagit a cette ingestion. Ils restent tous parfaitement 
bien portants. Le vingt-deuxiéme jour le foie est autolysé et 
putréfié. On en donne a ingérer le volume d’un pois a un cobaye 
qui l’absorbe avec difficulté : i] meurt le huitieme jour, amaigri, 
émacié, sans aucun symptéme de botulisme et a ]’autopsie ]’estomac 
et Pintestin ont l’aspect vineux des animaux ayant succombé a une 
infection par le Vibrion septique. Les cultures effectuées a partir 
de ce cobaye n’ont pas révélé de Cl. botulinum. 


Conciuston. — Tels sont les faits observés au cours de |’intoxi- 
cation botulique expérimentale provoquée chez le cheval par les 
toxines A ou B . Ils peuvent se résumer ainsi. L’une et ]’autre des 
deux toxines provoquent la maladie par voie sous-cutanée (2/10 de 
em*) ou par ingestion [de 6 A 25 cm] (1). Le cheval a cté plus 
sensible a |’échantillon de type A utilisé par nous qu’a |’échantillon 
de toxine B. 

Aprés une incubation qui varie de deux a douze jours suivant la 
dose et le mode d’introduction de la toxine, la maladie apparente 
débute par des troubles de la démarche, puis par de la salivation, 
lorsque l’anima] est soumis a la toxine A ; cette salivation ne s’est 
pas produite chez le cheval soumis a la toxine B seule. 

La maladie est essentiellement caractérisée par une paralysie 
incomplete avec une impossibilité du relever et de la station debout, 
et une évolution rapide vers la mort. La paralysie atteint d’emblée 
les 4 membres et n’a jamais été localisée au seul train postérieur. 
Avec les doses utilisées les 4 chevaux ont succombé. 

Cette étude de la maladie expérimentale a eu pour but sa compa- 
raison avec le botulisme naturel du cheval observé en France et 
en Belgique. Au cours des paralysies équines pour lesquelles le 
diagnostic de botulisme est cliniquement posé et au cours du botu- 
lisme expérimental provoqué par les toxines de type A ou de 
type B les symptémes et les lésions anatomiques ont des points 
communs, cependant les relations des épizooties indiquent que : 

1° La paralysie débute par le train postérieur au cours de la 
maladie naturelle, elle y prédomine, tandis qu’elle est diffuse au 
cours du botulisme expérimental. 

2° La salivation a été constante chez les 3 chevaux atteints de la 
maladie expérimentale provoquée par la toxine de type A ou par 
un mélange des deux toxines, alors que Je cheval soumis a l’action 
de la toxine B n’a eu A aucun moment d’écoulement de salive, 
ainsi qu’il a été constaté au cours de la maladie naturelle. 

3° Les lésions cérébrales congestives et hémorragiques, cons- 
tantes au cours du botulisme expérimental sont inconstantes au 


(1) La toxine botulique injectée sous la peau est environ dix foix plus 
active que lorsqu’elle est introduite par voie buccale. 
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cours de la maladie dite naturelle, Willems les ayant constatées 
alors qu’au cours de |’épizootie relatée par nous il y a deux ans, 
il n’en a pas été observe. 

4° Contrairement aux constatations de Willems qui aurait mis 
er. 6vidence le germe ou sa toxine dans le foie de chevaux ayant 
succombé au botulisme naturel ou a | intoxication expérimentale. 
il a été impossible de faire des constatations identiques dans le 
foie d’un cheval ayant succombé au botulisme expérimental. Le 
Vibrion septique, cause normale de la putréfaction, a été au 
contraire mis en évidence. 

Ces faits ne résolvent nullement par eux-mémes la question du 
botulisme équin mais ils montrent que le botulisme nature] du 
cheval n’est pas encore expérimentalement démontré et que de 
nouvelles recherches bactériologiques devront étre rigoureusement 
poursuivies lorsque des cas de ce genre se révéleront 4 nouveau en 
médecine vétérinaire. 
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PROPRIETES COMPAREES DES TOXINES ELABOREES 
PAR LES DIFFERENTS TYPES DE CL. PERFRINGENS 


1. — ETAT ACTUEL DE LA QUESTION 


par Mayiis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE (’*). 


(Institut Pasteur) 


Le tableau clinique de la gangréne gazeuse provoquée chez 
Vhomme par Welchia perfringens (Cl. welchii) a été maintes fois 
tracé. Nous ne le décrirons pas ici. 

Différents anaérobies, présentant l’aspect morphologique et la 
plupart des caractéres culturaux de Welchia perfringens, sont res- 
ponsables des maladies du type entérotoxémique qui frappent les 
ovidés ; ils élaborent des toxines caractéristiques et l’étude de la 
réaction toxine-antitoxine permet de les distinguer : l’un de ces 
anaérobies, étudié sous les noms de « Lamb Dysentery Bacillus », 
L. D. Bacillus ou Bacillus agni, a été isolé par Dalling [6] en 1926 
des ulcéres intestinaux d’agneaux morts de dysenterie ; le Bacillus 
paludis, découvert en 1930 par Mc Ewen [29], cause le struck [80] 
des jeunes moutons ; le Bacillus D de Wilsdon (1931) est l’agent de 
la maladie dénommée « pulpy kidney » ; le B. ovitoxicus de Ben- 
netts [2, 36, 39] s’identifie au Bacillus D, ainsi que l’a démontré 
Wilsdon [50], puis Borthwick. 

Dans la classification de Wilsdon [49, 50], les microorganismes 
que nous venons d’énumérer représentent 4 types de Cl. perfrin- 
gens : A, B, C, D, distincts sérologiquement ; Welchia perfringens 
ou Cl. welchii est du type A; le L. D. Bacillus-est du type B; le 
Bacillus paludis est du type C et le Bacillus D est un perfringens 
du type D. Dans la nomenclature de Prévot [40], ces germes sont 
respectivement désignés par Welchia perfringens, Welchia agni, 
Welchia agni var. paludis, Welchia agni var. ovitoxicus. Au cours 
de notre- exposé nous adopterons les dénominations de Wilsdon. 

Avant de préciser la constitution antigénique des toxines per- 
fringens A, B, C et D respectivement élaborées par les Cl. perfrin- 
gens correspondants, rappelons briévement quelques notions. 

Les diverses souches de Cl. perfringens type B étudiées par 


(*) Note présentée a la Société francaise de Microbiologie, séance du 
7 décembre 1944. 
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Dalling sont sans action sur la glycérine ; par contre, celles de 
Wilsdon transforment ce composé en acroléine. La souche de 
Cl. perfringens B dont nous avons disposé en 1936, ainsi que 
3 souches de Cl. perfringens C et une souche de Cl. perfringens D 
ont attaqué la glycérine [47]. 

Les recherches de Prévot et Cordier [44] ont mis en évidence en 
1941 que les divers groupes de Cl. perfringens répondent tous au 
méme type fermentaire acéto-butyrique. 

M. Guillaumie a signalé que 80 p. 100 environ des sérums 
normaux de cheval neutralisent, a4 la dose de 0,5 c. c., au moins 
2D. M. de toxine perfringens A riche en anligéne 4; en ajoutant 
2D. M. de toxine perfringens C ou D a 0,5 c.c. de différents 
sérums normaux, cet auteur a constaté que 20 a 30 p. 100 des 
sérums examinés protégent quelques souris injectées par voie 
veineuse [49]; moins fréquemment, le sérum normal de cheval 
manifeste une légére activité antitoxique vis-a-vis de la toxine 
perfringens B. 


EFFET MyOLYTIQUE. — En injection intramusculaire, les cultures 
trés virulentes des Cl. perfringens A, C et D produisent une myo- 
lyse intense; les cultures de Cl. perfringens B ne provoquent qu’une 
lésion cedémateuse des muscles sans les désagréger. 


Action nEMoLyTIQUE. — Les cultures des différents types de 
Cl. perfringens sont hémolytiques. 

Bull et Pritchett [5] ont signalé que la toxine perfringens A 
injectée dans les veines détermine une forte diminution du nombre 
des globules rouges. Gordon, Stewart, Holman et Taylor [45] 
concluent de leurs recherches sur mouton (injections intravei- 
neuses) que seule la toxine perfringens A détermine de ]’hémoglo- 
binurie ; la toxine perfringens C ne provoque aucun changement 
spécifique dans le sang alors que la toxine D produit une anhy- 
drémie. 

Weinberg et Guillaumie [47] ont examiné l’action de la chaleur 
sur les toxines perfringens B et C : en déterminant l’action hémo- 
lytique et laction léthale des toxines chauffées pendant des temps 
variables, ces auteurs ont constaté que les toxines ne sont plus 
hémolytiques in vitro aprés trente minutes de séjour dans un bain- 
marie a 100° ; aprés cette élévation de température, elles tuent les 
souris 4 la dose de 0,1 c. c. Avant le chauffage, elles contenaiént 
1.000 a 2.000 doses mortelles par centimétre cube. Aprés une heure 
a 100°, en tube scellé, il faut pour tuer la souris en injection intra- 
veineuse, 0,5 c. c. de toxine B et 0,25 c.c. de toxine C. Aprés 
an heures & 100°, les toxines B et C ne tuent plus a la dose de 

Lage ong on 


Guillaumie, Kreguer et Fabre ont déterminé les variations de 
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Pactivité hémolytique de la toxine perfringens C conservée A 2° 
en tubes bouchés au coton. Nos essais ont porté sur 5 prépara- 
tions ; ces toxines contenaient, aussitot aprés la préparation, 250 
a 1.000 doses hémolytiques par centimétre cube (titrages en pré- 
sence d’eau physiologique ordinaire et de 0,1 c. c. d’une suspen- 
sion 45 p. 100 d’hématies lavées de mouton). Deux mois plus tard, 
elles avaient respectivement perdu 30, 40, 66, 88 et 92 p. 100 de 
leur activité ; l’atténuation s’est légérement accentuée pendant les 
deux mois suivants. Nous avons ajouté de la cystéine ou du Cl, Ca 
aux toxines alténuées. Les titrages ont été faits dans des conditions 
analogues a celles que nous avons précisées au cours de nos 
recherches sur |’influence comparée de Ja cystéine et du Ca sur la 
toxine perfringens A [25]. Quatre mois aprés leur préparation, les 
5 toxines perfringens C ont été totalement activées par la cystéine ; 
en présence de Ca, 3 toxines se sont totalement activées, 2 n’ont 
subi qu’une activation partielle. Exemple : une toxine perfringens C 
contient 250 doses hémolytiques (D. H.) par centimétre cube aus- 
sitot aprés la préparation ; quatre mois plus tard, elle en contient 
12; le titre de cette toxine redevient égal a 250 sous l’influence 
de la cystéine et il s’éléve seulement a 50 en présence de Ca. 
Nous avons signalé dans un article récent que le Ca ne déclenche 
pas non plus l’activation totale de toutes les toxines perfringens A 
que nous avons examinées [25]. 

D’aprés nos observations, les toxines perfringens des types B, 
C et D précipitées par le sulfate d’ammonium sont moins hémo- 
lytiques dans ]/eau physiologique ordinaire que dans l’eau physio- 
logique tamponnée a pH 6,6 avec des solutions M/15 de phosphates 
monopotassique et disodique ; dans le tampon boraté de Glenny, 
Barr, Llewellyn-Jones, Dalling et Ross [44], leur effet hémolytique 
est nettement plus faible que dans |’eau physiologique ordinaire, 
tous les titrages étant effectués comme dans nos recherches sur 
lactivité de la toxine A [48, 25]. 

Nous avons rappelé précédemment que, d’aprés Weinberg et 
Guillaumie, Ja toxine perfringens C n’est plus hémolytique aprés 
trente minutes de chauffage a 100°. Guillaumie, Kreguer et 
Fabre [24] ont constaté que cette toxine, de méme que la toxine 
perfringens A, est légérement hémolytique lorsqu’elle est main- 
tenue pendant cinq minutes seulement dans un bain-marie a 100° ; 
d’aprés nos titrages, la toxine perfringens C contient 15 4 25 D. H. 
par centimétre cube aprés un tel chauffage. 


ActTIvITé ENzyYMATIOQUE. — 1° D’aprés Schiff [43], les cultures 
filtrées des Cl. perfringens B et D contiennent un ferment qui 
détruit la substance spécifique du groupe sanguin A. 

2° Nagler (1939) a signalé que les cultures perfringens B, C et 
D rendent le sérum humain opalescent, tout comme les cultures de 
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Cl. perfringens A, et constaté que cette réaction est inhibée par les 
sérums anti-A, anti-B, anti-C et anti-D {37]. Cet auteur attribue 
l’opalescence a l’action d’un antigéne commun aux 4 toxines et 
l’inhibition a l’effet de l’antitoxine du type A présente dans les 
sérums anti-B, anti-C et anti-D. Nagler a préparé des toxines 
perfringens B, C et D ; seule la toxine D a produit un changement 
dans le sérum humain. 

Nous avons fait agir sur le sérum humain, en présence de Ca, 
un échantillon de toxine perfringens B, 4 échantillons de toxine 
perfringens C et 2 échantillons de toxine D. Toutes les toxines ont 
opacifié le sérum. En titrant, en l’absence de calcium, 4 de ces 
toxines, 1 de type B et 3 de type C, nous avons constaté qu'une 
seule faisait apparaitre un trouble dans Je sérum : cet unique 
résultat positif a été obtenu avec une des toxines de type C exa- 
minées. 

3° D’aprés Mc Clean [27], la quantité de facteur de diffusion 
présent dans les cultures filtrées des B. paludis et ovitoricus est 
des plus variables. Le pouvoir de diffusion de ces filtrats est inhibé 
par les sérums anti-perfringens A. 

4° Les toxines perfringens B, C et D que nous avons précipitées 
par le sulfate d’ammonium déterminent en injection intradermique 
de fortes réactions nécrotiques. Jn vitro, elles liquéfient la gélatine, 
mais leur activité s’est montrée beaucoup plus faible que celles 
des toxines perfringens A que nous avons titrées comparativement. 
Les sérums anti-A, anti-C et anti-D que nous avons examinés ont 
inhibé l’action gélatinolytique de la toxine C ; les sérums normaux 
n’ont pas manifesté cette propriété ni Je sérum anti-B que nous 
avons employé. Nous poursuivons cette étude. 


Essals DE FRACTIONNEMENT DES TOXINES perfringens A et C. — 
I. Bengston a signalé [1] que Stewart et Clampit ont séparé, par 
ultrafiltration de la toxine perfringens A, une fraction hémolytique 
et une fraction non hémolytique ; ces auteurs ont réalisé la méme 
séparation en traitant la toxine perfringens C d’une maniére ana- 
logue. Tandis que Schneierson et Grabar ne sont point parvenus, 
avec ce procédé, a isoler les facteurs hémolytiques de la toxine 
perfringens A des facteurs non hémolytiques, Levenson et Grabar 
en ultrafiltrant la toxine C ont réussi a scinder cette toxine en 


2 parties : lune, hémolytique et lautre sans pouvoir hémo- 


toxique [46]. 


CONSTITUTION ANTIGENIQUE COMPAREE DES TOXINES perfringens A, 
B, C eT D. — De 1926 4 1932, Dalling [6, 7, 8] a signalé que 
Vantitoxine welchii classique (sérum anti-A) ne neutralise pas la 
toxime engendrée par les B. agni et paludis et que l’antitoxine B 
(sérum anti-B) neutralise non seulement la toxine B, mais aussi 
la toxine welchii (toxine A) et la toxine paludis (toxine C). 
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Wilsdon (1931) a préparé sur lapins ou moutons des sérums 
anti-A, anti-B, anti-C ou anti-D, puis étudié par l’épreuve de la 
neutralisation croisée leffet de chacun de ces sérums sur les 
toxines perfringens A, B, C, et D. L’auteur a résumé ainsi ses 
expériences : ]’antitoxine A neutralise la toxine A. L’antitoxine B 
neutralise les toxines A, B, C et D. L’antitoxine C neutralise les 
toxines A, B et C ; méme a la dose de 0,3 ¢. c., elle ne neutralise 
pas 2 doses mortelles de toxine D. L’antitoxine D neutralise les 
toxines A et D. A la suite de ses recherches, Wilsdon [49] a 
considéré que la toxine perfringens A contient un seul principe 
toxique W et indiqué, dans la toxine B, les facteurs toxiques W, 
X et Z ; dans la toxine C, les facteurs W et Z et dans la toxine D, 
les facteurs W et X. 

En 1931-1933, Mason, Ross et Dalling [85], Mason [82] ont 
noté que 0,1-0,5 c. c. de sérum anti-A ne neutralisent pas 1 D. M. 
des toxines B et C, alors que les antitoxines B et C, a la dose de 
0,01-0,02 c. c., neutralisent 5 4 15 D. M. de toxine A. 

Au cours d’un travail important, Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, 
Dalling et Ross (1933) ont repris ]’étude des toxines A, B, C et 
D [44]; ces auteurs ont dénommé a l’antigéne nécrosant qu’ils 
ont décelé dans la toxine A, @ |’antigéne dominant des toxines B 
et C, y un antigéne non nécrosant existant en petite quantité dans 
la toxine B et peut-étre dans Ja toxine C, 8 Vhémolysine du 
B. paludis et « la nécrosine de la toxine D. 

En 1935, Mason [84] déduit de ses recherches que les cultures 
préparées avec une souche de Cl. perfringens type D recue de 
Bennetts contiennent l’antigéne @. L’année suivante, Dalling ne 
cite pas cet antigéne dans Jes toxines D. Nous indiquons dans le 
tableau I la constitution des toxines perfringens telle qu’elle est 
précisée par Dalling en 1936 [44], Dalling et Ross en 1938 [42]. 
Ce tableau montre que la toxine A contient |’antigéne nécrosant « ; 


TasLeAu I. — Antigénes présents, d’aprés T. Dalling (1936), 
dans les toxines perfringens A, B, CG et D. 


ANTIGENES DES TOXINES perfringens 


TOXINES 
perfringens o 8 a Cy € 
du type Hémolytique 
Léthal : Ltthal 
léthal Léthal Hémolytique 
nécrosant nécrosant nécrosant 
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la toxine B : les antigenes a, %, y, ®, ¢ ; la toxine C : les antigénes 
a, @, y, %, et la toxine D : a ete. 

En 1936, Weinberg et Guillaumie [47] ont respectivement 
désigné par a, b et c les antigenes caractéristiques des toxines A, 
B et C ; par d et ov ceux de la toxine D. ‘Leurs titrages sur souris 
leur ont permis de penser que la toxine A préparée dans du 
bouillon Vf contient, vingt a vingt-deux heures aprés l’ensemence- 
ment du bouillon, beaucoup d’antigéne a et un peu d’antigéne b ; 
des résultats des titrages in vitro publiés par ces auteurs, i] ressort 
que la toxine A renferme une petite quantité de I’hémolysine 
typique de la toxine C, de sorte que la toxine A étudiée par ces 
auteurs est tres complexe. Les différentes préparations de toxine A 
examinées au cours de ces divers essais ont été préparées avec la 
méme souche de Welchia perfringens, la souche Lechien. 

D’aprés Weinberg et Guillaumie, la toxine B contient, en grande 
quantité, les antigénes b et c et, en plus faible quantité, les anti- 
génes d et ov. 

En 1938, la toxine A préparée par Dalling et Ross [412], dans du 
bouillon additionné de fortes quantités de viande, ne contient que 
lantigéne a. 

Pour désigner les divers antigénes des toxines perfringens, 
Mason [32], Borthwick [8, 4] et Duffett [43] ont adopté les déno- 
minations proposées par Wilsdon. Duffett en 1938 les a comparées 
& celles de Glenny, puis a celles de Weinberg et Guillaumie ; 
d’aprés cet auteur, W, « et a représentent le méme antigéne ; X et 
d correspondent au facteur « et Z a 8, y et 3. D’aprés nous : 

a représente 2 antigénes : a et 7 ; 

b en représente deux également : 6 et y ; 

c correspond a 6; 

d correspond a «. 

Duffett précise ensuite que la toxine A qu’il a étudiée contient 
un peu du facteur Z présent dans la toxine B. Etant donné que le 
facteur Z correspond aux facteurs @, y et 5, les toxines A de cet 
auteur, de méme que celles de Weinberg et Guillaumie, con- 
tiennent en faible quantité les antigénes caractéristiques des 
toxines B et C mentionnés précédemment. 

Dalling et Ross [42] n’ont pu mettre en évidence 1’élaboration 
de l’antigene « par 11 souches de type C. 

En 1941, au cours d’une réunion tenue A Cambridge, il a été 
admis que la toxine perfringens A contient réguliérement |’ anti- 
gene « et I’hémolysine 6. Rappelons que le premier de ces anti- 
oe correspond a celui que Prigge [42] désigne par ¢ depuis 

Dans un travail paru en 1941, Me Farlane et Knight [84] 
signalent dans la toxine A les antigénes « et 6, dans la toxine B : 
a, 8B, 6et ¢; dans la toxine C : a, B, § et dans la toxine D : a ete: 
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Tasieav Il. — Liste des antigénes signalés en 1941 par Mc Farlane 
et Knight dans les toxines perfringens A, B, CG, et D. 


TOXINE ANTIGENES DES TOXINES perfringens 


perfringens 


faisons remarquer que l’antigéne y n’est pas mentionné dans les 
toxines B et C. Nous ne connaissons pas actuellement les motifs 
de cette abstention car, en raison des événements, nous n’avons 
pas recu de nombreux périodiques imprimés en anglais. 

Nous avons effectué, d’une part, une série de titrages in vitro, 
pour évaluer le pouvoir anti-hémolytique des sérums anti-A, 
anti-B, anti-C et anti-D vis-a-vis des toxines perfringens A, B, C 
ou D et, d’autre part, des dosages in vivo, sur souris (veines) 
et sur cobayes (derme), pour apprécier J’activité antitoxique 
et anti-nécrosante des mémes sérums. Les sérums anti-A 
utilisés provenaient de chevaux immunisés par des injections 
de toxine perfringens A formolée; les sérums anti-B, anti-C 
et anti-D étaient respectivement fournis par des chevaux soumis 
a des inoculations répétces de toxine perfringens B, C ou D addi- 
tionnée de bacilles perfringens vivants B, C ou D, le mélange de 
toxine et de bacilles homologues étant enrobé de lanoline avant 
Vinjection au cheval destiné a la production de l’antitoxine corres- 
pondante [47]. La toxine A a été préparée avec la souche Lechien ; 
les toxines B, C et D ont été élaborées par les souches données 
en 1936 par MM. Buxton, Dalling et Bennetts. Toutes les toxines 
ont été préparées en ensemencant les souches précédentes dans 

_du bouillon Vf glucosé. Leur activité hémolytique a été intense. 
Rappelons a ce sujet que les hémolysines 4 forte dose ont une 
action léthale [20, 26]. Notons aussi que nos recherches [48] ont 
montré que la détermination du titre antitoxique des sérums anti-C 
est beaucoup influencée par |’échantillon de toxine C avec lequel 
le dosage est réalisé et que les résultats du titrage des sérums 
anti-D dépendent aussi de ]’échantillon de toxine D employé. 

Des résultats observés au cours de nos investigations [47, 24, 22], 
nous déduisons que la toxine A la plus complexe que nous ayons 
étudiée contient, en plus des antigénes dominants g, 9 ef », des 
traces d’antigénes f, y, > et e ; la toxine B contient les antigénes 
a, B, y, 5, 4, 9 et « (8 en quantité dominante, y a un trés faible 


KB 
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taux) ; la toxine © contient les antigénes a, B, 5, x, 9, des traces 
de « et quelquefois une trés faible quantite dey; la toxine D 
contient les antigénes a, 8, y, 7, 9 ete (B et y en quantités minimes 
et quelquefois l’hémolysine 6). Ces données, que nous avons 
brieévement rapportées dans une note [23], nous les résumons dans 
le tableau III. Nous les développerons dans un prochain article. 


Tasieav Ill. — Antigénes des toxines perfringens A, B, G, et D 
préparées dans du bouillon Vf. 


ANTIGENES DES TOXINES perfringens 
=) s 2 
as g ms s 
BES 33) 88 Aa ob wis o> a a at 
5 28 28 a 2 =5 . 2 = 
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A |+++] trace | trace trace trace | ++4+4+]44++4+ 
B + | +++ = ++ + eee F + | Probable. 
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L’existence de l’hémolysine 9 dans les toxines B, C et D est 
déduite des dosages montrant que des doses extrémement faibles 
de sérums anti-B, anti-C et anti-D neutralisent l’effet hémolytique 
d’une quantité importante de toxine A contenant lhémolysine 94. 
Les résultats que nous avons signalés en 1936 [47] indiquent en 
effet que 1/4.000 c. c. de sérum anti-B ou anti-D et 1/7.500 c.c. 
de sérum anti-C neutralisent 20 doses hémolytiques de toxine A 
préparée en bouillon Vf. Cette quantité de toxine A est neutralisée 
par 1/6.000 c.c. d’un sérum anti-A utilisé comparativement. 
Huit sérums normaux ont été titrés dans les mémes conditions 
a des doses comprises entre 1/20 et 1/100 c. c. ils ont neutralisé 
20 D. M. H. de toxine A. 

Fn faisant agir sur la toxine C les sérums anti-A et anti-C pré- 
cédents, nous avons constaté qu’il fallait 1/50 c.c. de sérum 
anti-A pour neutraliser 20 doses hémolytiques de toxine C et qu’il 
suffisait de 1/7.500 c. c. de sérum anti-C pour produire le méme 
effet. 

Les chiffres obtenus dans les titrages avec la toxine A montrent 
nettement que, vis-a-vis de cette toxine, le pouvoir anti-hémoly- 
tique des sérums anti-B, anti-C et anti-D est considérablement plus 
élevé que celui des sérums normaux et de l’ordre de celui du 
sérum anti-A examiné. On peut en conclure que les antigénes 
utilisés pour l’immunisation des chevaux producteurs des sérums 
anti-B, anti-C et anti-D contenaient de ’hémolysine 6 et que par 
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suite l’hémolysine 6 est élaborée non seulement par les Cl. per- 
fringens du type A, mais encore par les Cl. perfringens des 
types B, C et D. 

Les faits suivants nous aménent a supposer quik y a lieu 
d’ajouter a la liste des antigénes élaborés par les bacilles perfrin- 
gens des types B et D un autre antigéne léthal, non nécrosant, 
antigéne qui ferait défaut dans les toxines A et C et que lon 
pourrait désigner par + (1). Voici ces faits : les sérums anti-B, de 
méme que les sérums anti-D, neutralisent les actions nécrosante et 
léthale de la toxine D ; les sérums anti-A et anti-C annulent | effet 
nécrosant, mais ne suppriment pas, méme 4 la dose de 0,4 c. ¢., 
l’action léthale de 2 D. M. de cette toxine. Nous ne pensons pas 
que l’inaptitude des sérums anti-A et anti-C a4 neutraliser 2 D. M. 
de toxine D puisse résulter d'un manque d’affinité de ces immun- 
sérums pour les antigénes léthaux de la toxine D ; pour interpréter 
le fait observé, nous croyons plus plausible de supposer que 
Vantitoxine ¢ fait défaut dans les sérums anti-A et anti-C. 

Il est possible que l’antigéne « soit absent dans beaucoup de 
préparations de toxine B; celles qui sont neutralisées par les 
sérums anti-C employés 4 trés faible dose n’en contiennent vrai- 
semblablement pas. Nous indiquerons plus loin la variabilité de 
constitution de cette toxine envisagée a d’autres points de vue. 
Signalons ici que le degré de complexité de la toxine perfringens A 
est variable également ; au cours de nos recherches sur les pro- 
priétés de nombreux échantillons de toxine A, nous avons montré, 
en effet, que 8 échantillons, obtenus en ensemencant les souches SS 
et A 100 P dans certains milieux, ne contenaient pas d’antigéne 7 
alors que cet antigéne existait en proportions importantes non 
seulement dans de trés nombreuses toxines que nous avons pré- 
parées dans du bouillon Vf avec la souche Lechien [47], mais 
encore dans les toxines que les souches SS et A 100 P élaborent 
dans du bouillon Vf ou dans des digestions chlorhydropepsiques 
de foie ou de placenta [23]. Nous discuterons l’ensemble de ces 
observations dans un prochain exposé au cours duquel nous 
donnerons les résultats des expériences de neutralisation croisée 
que nous avons effectuées avec les différentes toxines perfringens 
et les antitoxines correspondantes que nous avons préparées. 


Nous ne saurions terminer cette énumération des antigénes pré- 
sents dans les diverses toxines perfringens sans insister sur le fait 


(1) Pour que la liste des antigénes perfringens soit présentée d’une 
maniére homogéne, nous proposons la lettre « (iota) 4 la place du 
symbole ov employé en 1936 par Weinberg et Guillaumie pour désigner 
l’antigéne que nous supposons, d’une part, dans la toxine B engendrée 
par le L.D. Bacillus dans le bouillon Vf, et, d’autre part, dans la toxine 
de type D élaborée en bouillon Vf, soit par le Bacillus D de Wilsdon, 
soit par les différentes souches de Bacillus ovitoxicus de Bennetts. 
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que la composition de ces toxines est sujette a des variations 
notables, ces variations étant conditionnées par la souche, le milieu 
nutritif et l’age de la culture. 

Plusieurs auteurs ont conclu de leurs recherches que, pendant 
la conservation, différents types de Cl. perfringens subissent des 
transformations : Glenny et ses collaborateurs (1933) ont constateé 
en effet qu’une souche de type B perdait le pouvoir de produire 
l’antigéne y ; Dalling en 1934 [9], Mason, en 1935 [34], Dalling et 
Ross, en 1938 [42], ont noté qu’une souche de ce type n’élaborait 
plus le facteur «, notion rappelée par Me Coy et Mc Clung [28] 
au cours d’une revue publiée en 19388; Dalling et Ross [42] ont 
signalé en outre qu’une souche de type C ne produisait plus de 
quantités décelables de toxine § ; elle élaborait seulement les anti- 
genes « et 9. Duffett [43] a déduit de ses observations que la 
souche du type C qu'il a étudiée avait beaucoup perdu de son 
aptitude A produire le facteur Z (Z représente, ainsi que nous 
Yavons dit précédemment, les antigénes B, y, 8). Dalling en 
1932 [8] et Mason en 1935 ont obtenu une culture de type D 
contenant le facteur Z. Borthwick [8, 4] a signalé que les cultures 
d’une souche de type D présentaient une tendance a ne plus engen- 
drer le facteur X, autrement dit tendaient 4 évoluer vers le type A. 

En dehors de ces observations sur l’instabilité des types, il y a 
lieu de rappeler que de nombreux observateurs ont constaté que 
Je milieu nutritif et Page de la culture influencent la composition 
des toxines. Dalling et Ross [42] ont observé que la toxine D, 
obtenue apres quatre a cing jours d’étuve dans des bouillons addi- 
tionnés d’une grande quantité de viande hachée, contenait beau- 
coup de facteur <; d’aprés Svarts et Brodd [45], Nagler [38] les 
toxines A préparées dans du bouillon additionné de fragments de 
foie sont peu hémolytiques. Stewart [44] a montré que les lipoides 
empéchent le Cl. perfringens A d’élaborer l’hémotoxine qui détruit 
les globules rouges de mouton ; d’aprés Guillaumie, Kreguer et 
Fabre [22], les morceaux de foie cuit ajoutés au bouillon Vf 
entravent non seulement la formation de l’hémolysine 6 mais encore 
celle de l’antigéne ». Montgomerie et Rowlands [36] ont signalé 
gue le sérum anti-C neutralise la toxine des cultures jeunes (dix- 
huit heures) de L. D. Bacillus et ne neutralise pas la toxine des 
cultures de six 4 dix jours préparées aussi avec le L. D. Bacillus. 
Mason [32] en expérimentant avec ce Cl. perfringens B a noté 
que les cultures de dix-huit heures contiennent principalement la 
toxine § et les vieilles cultures (cing jours) la toxine «. 

L’ensemble des faits que nous venons d’exposer montre le grand 
nombre de recherches qui ont été poursuivies depuis la décou- 
verte relativement récente des bacilles perfringens des types B, C 
et D. L’aspect microscopique de ces germes est identique a celui 
des Cl. perfringens du type A. Les toxines élaborées par ces 4 types 
possédent des propriétés communes : hémolytiques, nécrosantes 
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et enzymatiques. L’étude in vivo et in vitro de la réaction 
toxine + antitoxine révéle entre elles des différences nettes de 
constitution; les titrages in vivo permettent facilement de les 
distinguer grace au fait qu’elles contiennent certains antigénes en 
quantités extrémement inégales. Ainsi, les toxines A, B et € renfer- 
ment les antigénes @ et 8, mais la toxine A contient infiniment 
moins d’antigéne § que leg toxines Bet C. Les titrages sur souris 
montrent que les sérums anti-A employés & faible dose neutralisent 
Ja toxine A mais non les toxines B et € ni la toxine D ; les sérums 
anti-C, a faible dose, neutralisent les toxines A et C, mais non la 
toxine D; seuls les sérums anti-B a faible dose neutralisent les 
4 toxines examinées (tableau IV). Aussi, aprés avoir bien étudié 


Tasteau IV. — Caractérisation des toxines perfringens (injection intra- 
veineuse a la Souris). 


SERUM ANTI-perfringens AJOUTR A LA TOXINE 
ToOXINE 


a identifier (2 D.M.) 


Anti-A Anti-B Anti-C Anti-D 
(0,02 c.c.) | (0,05 c.c.) } (0,05. c,e.) | (0,05 c.c.) 


survie survie survie 
survie mort 
survie survie mort 
survie mort survie 


les caractéres morphologiques et biochimiques d’un germe a iden- 
tifier, et aprés avoir constaté, sur souris, que 0,05. c.c. d’un 
sérum anti-B que nous possédons neutralise 2 D. M. de la toxine 
élaborée par ce germe et ainsi établi qu'il s’agit d’une toxine 
perfringens, nous recherchons, d’une part, si les germes qui ont 
produit cette toxine déterminent en injection intramusculaire la 
désagrégation profonde des muscles infectés, et, d’autre part, si 
2 D. M. de la toxine étudiée sont neutralisées par 0,02 c.c. de 
sérum anti-A ou par 0,05 ¢. c. de sérum anti-C ou anti-D ; si les 
muscles injectés ne sont pas myolysés, on est en présence d’un 
Cl. perfringens de type B ou parfois d’un Cl. perfringens D peu 
virulent ; le tableau IV permet de faire la différenciation : 0,05 c. c. 
de sérum anti-D neutralisent 2 D. M. de toxine D mais non 2 D. M. 
de toxine B. Lorsque la myolyse est trés nette, nous considérons 
que nous avons affaire a des perfringens trés virulents des types 
A, € ou D : dans le cas ot le mélange toxine+sérum anti-A n’est 
pas mortel pour la souris (veines), on est en prédence d’une 
toxine A ; s'il tue les souris, la toxine est du type C ou D. Pour 
terminer le diagnostic, nous examinons les souris qui ont regu 
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2 D. M. de toxine et 0,05 c. ¢. de sérum anti-C : si elles vivent, 
la toxine est du type C ; sinon elle est du type D ; ce que Vou 
peut d’ailleurs controler en procédant 4 une ¢preuve avec le sérum 
anti-D a la dose de 0,05 c. c. 

En résumé, aprés l’étude microscopique et biochimique du 
germe a identifier, l’injection intramusculaire d'une culture pure 


de ce germe et les épreuves de neutralisation de sa toxine par 


les sérums anti-A, anti-B, anti-C et anti-D effectuées simultanément 
permettent de déterminer rapidement la nature du germe et de la 
toxine a classer. Au cours de ces essais nos conditions expérimen- 
tales sont les suivantes : chaque souris injectée par vole veineuse 
recoit, sous le volume de 0,5 c. c., 2 D. M. de toxine additionnée 
soit de 0,02 c. c. de sérum anti-A, soit de 0,05 c. c. de sérum 
anti-B, anti-C ou anti-D. Les différents mélanges de toxine et de 
sérum sont préparés en quantité suffisante afin de pouvoir injecter 
les mémes doses de chacun d’eux a 4 souris ; ils ne sont injectés 
qu’aprés les avoir laissés pendant quarante-cing minutes dans une 
éluve a 37° ; les résultats sont notés 1 a 3 jours aprés l’injection 
et contrdlés avec des doses minimes de sérum. 

Borthwick [4] au cours de recherches analogues, utilise un 
mélange de sérums anti-C et anti-D a la place de sérum anfi-B 
et le fait agir a la dose de 0,05 c. c. sur 4 D. M. de la toxine a 
identifier. Rappelons que le sérum anti-C utilisé par cet auteur 
ne neutralise pas, 4 la dose de 0,05 c.c., 4 D. M. de toxine B 
(injections intraveineuses a la souris). 

Taylor et Gordon [46], pour identifier les différents perfringens 
qu’ils ont isolés de la terre ou de l’intestin de homme et des 
animaux, ont ajouté a 1 c.c. de la toxine centrifugée préparée 
avec chaque germe, 0,2 c.c. de l'un quelconque des sérums 
suivants : anti-A, anti-B, anti-C, anti-D ; trente minutes plus tard, 
des souris regoivent en injections intraveineuses 0,6 c. c. de chacun 
des mélanges précédents, c’est-a-dire 0,5 c. c. de toxine + 0,1 ¢. c. 
de sérum (0,5 ¢. c. de toxine représentent 4 ou 5 D. M.). 


R&suME ET concLusion. — Les toxines hémolytiques et nécro- 
santes élaborées par les divers types de Cl. perfringens manifestent 
diverses propriétés enzymatiques : elles liquéfient la gélatine ; 
elles déterminent un trouble dans Je sérum humain (Nagler). Les 
cultures des types C et D contiennent un facteur de diffusion en 
quantités variables (Me Clean) ; celles des types B et D détruisent 
la substance spécifique du groupe sanguin A (Schiff). 

L’effet hémotoxique de la toxine C conservée a 2° dans des 
tubes bouchés diminue lentement. La cystéine rétablit intégrale- 
ment l’activité hémolytique des toxines C préparées depuis plu- 
sieurs mois ; l’addition de Cl, Ca a ces mémes toxines montre 
que certaines sont totalement activées par le Ca, d’autres partiel- 
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lement. Aprés cing minutes de chauffage a 100°, la toxine perfrin- 
gens C contient 15 a 25 D. H. par centimetre cube. 

L’étude comparée de la constitution des toxines perfringens 
entreprise par Dalling par la méthode sérologique de neutralisa- 
tion croisée et poursuivie dans le méme sens par différents expéri- 
mentateurs a permis de déceler des antigénes communs dans ¢es 
diverses toxines; ces antigénes sont abondants dans quelques 
toxines et a l'état de traces dans d’autres. 

Les toxines préparées dans des digestions chlorhydropepsiques 
de viande et de foie (bouillon Vf) sont trés complexes. D’aprés 
nos observations, la toxine A contient en plus des antigénes 
dominants a, @ et », des traces d’antigénes @, y, 5 et «. La toxine B 
contient les antigénes a, @, y, 5, 1,9 et « (@ en quantité domi- 
nante, y a l'état de traces) ; la toxine C contient aussi ces anti- 
eénes (8 en quantité importante et des traces seulement de y et «). 
La toxine D contient les antigénes a, 8, y, 9, 7 et « (@ et y en 
quantités minimes). 

Certains résultats nous permettent de penser qu’il faut ajouter 
vn autre antigéne léthal 4 ceux que nous avons indiqués dans 
les toxines B et D préparées dans des bouillons Vf, antigéne qui 
ferait défaut dans les toxines A et C. 
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VARIABILITE DE LA VIRULENCE D'UNE SOUCHE 
DE BACILLES TUBERCULEUX BILIES 
AU COURS DE L'INFECTION CHEZ LE COBAYE 


par F. van DEINSE (*). 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose). 


Dans un mémoire précédent (1), nous avons mentionné briéve- 
ment deux observations faites chez des cobayes inoculés avec des 
ganglions tuberculeux prélevés par biopsie. Comme les faits dont 
il s’agit donnent lieu a des considérations intéressantes, il nous a 
semblé utile de les exposer ici avec plus de détails. 

Nos observations concernent une souche de bacilles tubercu- 
leux de type bovin, de provenance humaine, la souche « Gué », 
que nous avons entretenue pendant plusieurs années sur pomme 
de terre biliée, et qui, pour cette raison, a perdu une partie de sa 
virulence. Les expériences que nous relaterons aujourd’hui ont été 
faites en partant du cent vingt-cinquiéme et du cent trente-quatriéme 
passage de Ja souche sur pomme de terre biliée. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Un cobaye est inoculé sous la peau de l’aine 
avec 1 mg. d’une culture Gué cent ving-cinquiéme passage sur bile, et 
meurt treize mois plus tard d’une tuberculose généralisée. (La souche- 
mére, non biliée, inoculée & la méme dose, tuait le cobaye en quatre 
semaines : ceci montre le degré d’atténuation de la culture). Nous 
isolons de ce cobaye, par |’ensemencement de ses organes, une culture 
séche et rugueuse, eugonique, que nous inoculons & un nouveau cobaye 
a la dose de 0,1 mg. par voie sous-cutanée. Nous appellerons ce nouveau 
cobaye, le cobaye 2. Celui-ci réagit fortement a la tuberculine deux 
mois aprés l’infection et, le huitiéme mois, il présente un ganglion 
inguinal du cété inoculé, que nous prélevons par biopsie : c’est un 
ganglion caséeux de la taille d’un petit pois. Ce ganglion est introduit 
dans l’aine d’un cobaye neuf, dont nous reparlerons tout 4 V’heure. Le 
cobaye 2 est mort accidentellement six mois aprés la hbiopsie, et a 
l’autopsie, nous trouvames pour toute Iésion un ganglion sous-lombaire 
caséeux, gros comme un haricot. Ce ganglion, broyé avec de l’eau 
physiologique, fut inoculé sous la peau de l’aine chez un cobaye que 
nous désignerons par le numéro 3, et qui est mort d’une tuberculose 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1945. 
(1) Ces Annales, 1946, 72, 241. 
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en voie de généralisation, a marche chronique, neuf mois apres. Cet 
animal présenta a l’autopsie des lésions importantes du péritoine, du 
foie et de la rate, mais les poumons et les ganglions trachéo-bronchiques 
paraissaient encore indemnes. L’ensemencement de la rate produisit des 
cultures rugueuses. Deux cobayes inoculés avec cette culture a la-dose 
de 0,1 mg. par la voie sous-cutanée sont morts de tuberculose généra- 
lisée, l’un en deux mois, et l’autre en trois mois et demi. il ya done 
eu, au cours de ces passages de cobaye a cobaye, un retour indéniable 
vers la virulence initiale de la souche-mére non biliée. 


PREMIERE EXPERIENCR. — Souche Gué, 125* passage sur pomme de terre biliée. 


4941, 1 mg. Gué, 125. Meurt le 9 février 1942, duberculose généraliseée. 
ohana ae { Ensemencements donnent cult. R. 


\ 


Cobaye II. 7 mars 1942, 0,4 mg. 26 no- 
vembre !942: Biopsie. Meurt le 47 mai 
4943. Glangl. lomb. caséeux. 
| 
| 


y \ 
Cobaye III. 17 mai 1943. Meurt le Cobaye B. 26 no- 
42 février 1944. Tuberculose évolu- — vembre 1942, 41 Jan- 
tive chronique. Ensemencements _ ier1943: Biopsie. 


; crcult ane Meurt le 4* sep- 

Gul Agen: | tembre 1944. Au- 

—_ cune lésion tu- 
bercul. 


| 


Y 
Cobaye B14. 44 Jan- 
vier 4943. Meurt 
le 6 mars 1943. 
Glangl. ing. cas. 


| 
‘ ’ y 
Cobaye, 27 mars Cobaye, 27 mars Cobaye B2,6mars CobayeB3, 6 mars 


4944. 0,4 mg. 1944. 0,4 mg. 1943. Meurt le 1943, 25 aout 1943: 


Meurtle22 mai Meurtle22mai 20 juillet 1943. Biopsie. Meurt 

1944. Tubercu- 1944. Tubercu- Gangl. ing. cas. le 6 septembre 

lose génér. lose génér. 1944. Petit abcés 
ing. 


| 
| 
vs 
Cobaye B4. 25 aout 
4943. Meurt le 


6 septembre 41944. 
Gangl. lomb. cas. 


Revenons maintenant au cobaye chez lequel nous avions im- 
planté un ganglion, prélevé par biopsie au cobaye 2. Appelons 
cet animal le cobaye B. Un mois et demi aprés l’opération, ce 
cobaye B présente un ganglion inguinal gros comme une noisette, 
que nous énucléons par biopsie : il est caséeux. Nous introduisons 
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ce ganglion du cobaye B dans |’aine d’un cobaye neuf, que nous 
appellerons le cobaye B 1. Le cobaye B lui-méme meurt vingt-et-un 
mois aprés avoir recu le ganglion du cobaye 2, sans présenter a 
lautopsie la moindre lésion spécifique. Le cobaye B 1, qui a regu 
le ganglion de la biopsie du cobaye B, réagit a la tuberculine un 
mois plus tard ; il meurt d’une maladie intercurrente deux mois 
aprés l inoculation, ayant pour toute Iésion un assez volumineux 
paquet de ganglions caséeux a l’aine droite. Ces ganglions sont 
broyés et inoculés a deux cobayes, B 2 et B 8. Le cobaye B 2 meurt 
quatre mois et demi plus tard, aprés avoir réagi fortement a la 
tuberculine, et n’a aucune lésion tuberculeuse, a part un paquet 
de ganglions caséeux inguinaux. Le cobaye B 3 meurt dix-huit mois 
aprés l’inoculation, ayant un petit abcés inguinal, rien par ailleurs. 
Le sixiéme mois, ce cobaye avait eu un gros ganglion inguinal 
que nous avons prélevé par biopsie et introduit chez un cobaye 
B 4. Ce dernier animal est mort treize mois plus tard, présentant 
a V’autopsie, pour toute lésion, un gros ganglion sous-lombaire 
caséeux, contenant de rares bacilles. 

Nous nous sommes arrété la, et nous pouvons résumer ainsi 
cette expérience : 

Un cobaye (n° 2) est inoculé avec 0,1 mg. d’une culture biliée 
(cent vingt-cinquiéme passage) d’une virulence trés_ atténuée. 
A partir de cet animal] deux séries de passages de cobaye a cobaye 
ont été effectuées : d’un cété celle qui a comme point de départ le 
ganglion prélevé par biopsie, donc pendant la vie du cobaye 2, et 
qui, poursuivie jusqu’au quatriéme passage, n’a donné lieu 4 aucun 
retour a la virulence malgré des survies trés longues ; de ]’autre 
cété celle dont le début se situe au moment de Ja mort du cobaye 2 : 
inoculation du ganglion sous-lombaire prélevé aprés la mort de 
V’animal et qui, au cours de deux passages successifs seulement, a 
amené un retour rapide a une virulence normale. 


DEUXIEME EXPERIENCE. — Cette fois, c’est le cent trente-quatri¢éme 
passage sur pomme de terre biliée de la méme souche Gué, qui a donné 
lieu a une observation analogue a la précédente. 

Deux cobayes sont inoculés dans |’aine, par voie sous-cutanée, chacun 
avec 1 mg. d’une culture Gué, ayant subi 134 passages successifs sur 
pomme de terre biliée, puis, reportée sur pomme de terre glycérinée 
ordinaire, onze passages sur ce milieu. Les deux réagissent fortement 
4 la tuberculine dés la quatritme semaine aprés l’infection. L’un (le 
cobaye 1) meurt en neuf mois d’une tuberculose 4 marche chronique, 
intéressant surtout les ganglions inguinaux et sous-lombaires, la rate 
el le foie. L’autre (cobaye 2), meurt treize mois aprés ]’inoculation d’une 
tuberculose généralisée trés avancée : on trouve a l’autopsie 40 a 50 cm?* 
de liquide d’ascite louche et sanguinolent, une adénopathie caséeuse 
importante sous-lombaire, sous-hépatique et trachéo-bronchique, le foie 
entitrement changé en bloc scléreux jaune verdatre, une énorme rate 
lardée de nécroses, quelques rares granulations sur les poumons, les 
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reins trés pales et les surrénales hypertrophiées. L’ensemencement des 
organes donna une culture rugueuse, qui fut jetée par erreur. On voit 
donc bien que cette culture, tout comme le cent vingt-cinquiéme pas- 
sage sur bile de la méme souche dont nous parlions plus haut, possede 
une virulence atténuée, mais réelle. Or, ce cobaye 2 a eu, au début du 
troisitme mois aprés l’inoculation, un ganglion inguinal que nous 
avons prélevé par biopsie. Ce ganglion, intact, caséeux, gros comme 
un haricot, fut implanté dans l’aine droite d’un cobaye 3. Ce dernier 
a survécu un peu plus d’un an. Il a réagi fortement a Ja tuberculine le 
deuxiéme et le neuvieme mois de son infection. Quand il est mort, 
d’une maladie intercurrente, exactement un an et deux jours aprés 
V’inoculation du ganglion du cobaye 2, il ne présenta, a l’autopsie, 
aucune lésion tuberculeuse. Les ganglions inguinaux et sous-lombaires 
droits étaieut trés légerement hypertrophiés, Ja rate petite. Cependant, 
les ensemencements de la rate et du foie donnérent des cultures com- 
posées de colonies rugueuses qui, inoculées 4 des cobayes, se sont 
montrées pleinement virulentes : 4 la dose de 0,01 mg., elles provoquent 
la mort des cobayes de tuberculose généralisée en soixante-trois ou 
cent cing jours ; 4 la dose de 1 mg., les cobayes meurent en cinquante 
et un jours. Cette culture a donc récupéré & peu prés Ja virulence de la 
souche-mére non biliée. 


DEuXIEME EXPERIENCE. — Souche Gué, 134° passage sur pomme de terre biliée. 
Cobaye Il. 16 janvier 1943.4 mg. Gué, bile 134. | Cobaye I. 16 janvier 1943. 1 mg. Gué, bile, 134. 
24 mars 1943: Biopsie. Meurt le 19 février Meurt le 6 octobre 1943. Tuberculose évolu- 
4944. Tuberculose généralisée. Ensemence- tive chronique. 


ments donnent cult. R. 


Cabaye Ill. 24 mars 1943. Meurt le 3 avril 1944. Aucune lésion tuberculeuse. Ensemencements 
donnent cult. R. 


| 


\ Y | 


Cobaye. 9 octobre 1944. Cobaye. 9 octobre 1944. Cobaye. 9 octobre 1944. Cobaye. 9 octobre 1944. 


0,04 mg. Meurt le 0,01 mg. Meurt le 4 mg. Meurt le 4 mg. Meurtle 30 noe 
44 décembre 1944. 22 janvier 1945. Tu- 30 novembre 1944. vembre 1944. Tubercu- 
Tuberculose génér. berculose génér. En- Tuberculose génér. lose génér. 
semencements don- Ensemencements donnent 
nent cult. R. cult. R. 


Pour résumer cette deuxiéme expérience, nous dirons qu’un 
cobaye, inoculé avec 1 mg. d’une culture de cent trente-quatriéme 
passage sur bile de la souche Gué, est mort d’une tuberculose a 
marche lente, mais ayant causé, malgré sa chronicité, des lésions 
profondes ; que l’inoculation, chez un cobaye neuf (n° 3), d’un 
ganglion tuberculeux prélevé par biopsie chez le cobaye 2 au 
début du troisiéme mois de sa maladie, s’est montrée totalement 
inoffensive, tout en conférant 4 ce cobaye neuf une allergie tuber- 
culinique trés marquée, et que la culture, isolée des organes de 
ce cobaye 8 aprés sa mort d’une maladie secondaire un an aprés 
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Vinoculation, et sans que ces organes ne portent la moindre trace 
de tuberculose, s’est montrée d’une virulence pour le cobaye de 
beaucoup supérieure a celle de la culture du cent trente-quatriéme 
passage sur bile dont elle est dérivée. 

L’interprétation de ces résultats assez inattendus se préte a 
différentes hypothéses. Nous tenons a souligner, avant tout, qu’il 
s'agit, dans ces expériences, de cultures qui ont subi un grand 
nombre de passages sur pomme de terre biliée et qui, de ce fail, 
ont changé de caractére. Elles montrent, notamment, une atténua- 
tion et une certaine variabilité de leur virulence. Nous avons déja 
eu Voccasion d’attirer l’attention sur cette variabilité dans des 
publications antérieures (1). Cette variabilité semble surtout sus- 
ceptible de se manifester au cours de passages d’animal a animal. 
Quand on réensemence sur pomme de terre ordinaire une souche 
entretenue jusque-la sur pomme de terre biliée, |’atténuation de la 
virulence reste fixée au degré qu’elle avait atteint sur bile : c’est 
du moins ce que des expériences, entreprises dans ce sens, nous 
ont montré, et notre expérience avec le cent trente-quatriéme pas- 
sage Gué que nous venons de relater en est un exemple. Mais c’est 
au cours de passages de cobaye A cobaye que ces cultures mani- 
festent une tendance au retour vers la virulence primitive de la 
souche-mére. Nous en donnons un exemple dans Je Mémoire con- 
sacré a l’étude de Ja souche Gué, auquel nous avons fait allusion 
au début de cette note. Il est probable que cette tendance doit 
diminuer avec le nombre de passage sur bile, et qu’elle doit dis- 
paraitre finalement, quand ce nombre devient trés supérieur au 
nombre de passages sur bile que nous avons pu pratiquer. 

Ce qui frappe surtout, dans les deux expériences que nous 
venons de décrire, c’est que le ganglion tuberculeux, prélevé par 
biopsie chez un cobaye qui doit lui-méme mourir dans la suite de 
tuberculose, ou dont les organes doivent, aprés sa mort, tuber- 
culiser d’autres cobayes, que ce ganglion se montre incapable de 
tuberculiser un cobaye neuf, et méme, dans la premiére expérience, 
les animaux de passage de ce dernier cobaye. Dans la derniére 
expérience, il y a eu au contraire retour a la virulence au cours des 
passages qui font suite au cobaye indemne. Cette innocuité du 
ganglion prélevé n’est pas due au fait qu’on |’implante intact chez 
le cobaye neuf : des expériences de contréle avec des bacilles nor- 
maux, pleinement virulents, nous l’ont montré ; dans ces conditions 
les animaux auxquels on inocule les ganglions provenant de biop- 
sies, se tuberculisent rapidement. 

Deux explications semblent possibles de ce fait curieux. Peut- 
étre doit-on penser a une évolution des bacilles tuberculeux dans 
l’organisme animal, dans le sens d’une dissociation d’éléments 


(1) Ces Annales, 1941, 66, 191. 
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virulents au cours de ]’évolution du processus morbide. Le ganglion 
prélevé 4 un stade peu évolué de la maladie ne contiendrait encore 
que des éléments non ou peu virulents, les organes prélevés aprés 
la mort hébergeraient des éléments plus virulents. Ou bien, les 
bacilles contenus dans le ganglion intact implanté, seraient libérés 
trés graduellement, unité par unité, dans ]’organisme de l’hdte, et 
celui-ci aurait ainsi le temps de s’immuniser efficacement contre ces 
bacilles a virulence atténuée (parce que provenant d’une culture 
biliée). Cette derniére hypothése semble méme donner la meilleure 
explication des faits de notre deuxiéme expérience, puisque d’un 
cobaye indemne (malgré la longue survie) fut isolae une culture 
pleinement virulente. Ou plutdt, chez ce dernier cobaye il y aurait 
eu conjointement |’immunisation de |’héte, et ]’évolution vers la 
virulence normale du bacille. 

Quoi qu’il en soit, l’étude de ces souches biliées, atténuées, nous 
a révélé leur variabilité, qui ne joue d’ailleurs pas seulement dans 
le sens d’un retour a Ja virulence, mais peut également aller en sens 
inverse, comme d’autres expériences nous ]’ont montré (2). On 
peut se demander s’il n’existe pas dans la nature des races de 
hacilles tuberculeux douées spontanément de cette variabilité de 
virulence, ce qui nous aiderait 4 expliquer certaines manifestations 
cliniques difficiles 4 interpréter. 


(2) J. Vattis et F. van Demnsez, C. R. Soc. Biol., 1939, 130, 36. 


INFLUENCE ANTAGONISTE DE L’ASPARAGINE 
ET DE L’ACIDE CYSTEIQUE SUR LA CROISSANCE 
DU BACILLE TUBERCULEUX HUMAIN 


par E. PERDIGON, F. BOUQUET, M"* M. T. MAZAUDIER et M"* F. GODARD (@ 


(Laboratoire de Recherches biochimiques 
de la Fondation francaise pour l’Etude des problémes humains.) 


I. — InrrRopucTION. 


D’aprés Woods (1) et Fildes (2) le paraminophénylsulfamide est 
un bactériostatique parce qu’il peut prendre la place, dans le méta- 
bolisme des bactéries qui sont sensibles & son influence, d’un 
facteur de croissance ou vitamine bactérienne, |’acide paramino- 
benzoique, dont il ne différe que par la substitution du radical 
sulfamide au radical carboxyle. I] se comporte comme un faux 
métabolite ou une antivitamine. 

En se basant sur cette théorie, on a essayé, par analogie, d’obte- 
nir de faux métabolites en préparant des composés ne différant de 
facteurs de croissance ou de vitamines connus que par la substitu- 
tion d’un radical sulfamide ou sulfonique a un carboxyle. C’est 
ainsi que Kuhn (3) a pu mettre en évidence |’action antagoniste de 
V\acide sulfopantothénique vis-a-vis de l’acide pantothénique. De 
méme d’aprés certains auteurs, l’acide pyridine @-sulfonique serait 
lantagoniste de l’acide nicotinique, ou acide pyridine -carboxy- 
lique et de son amide, mais ce résultat a été contesté (4). 

La notion de faux métabolite est généralisable. Etant donné un 
métabolite quelconque porteur d’un ou plusieurs carboxyles et 
possédant la propriété de favoriser la croissance d’un microbe 
déterminé, on peut penser que la substitution de SO,H ou de 
SO.NH, a son COOH, ou a |’un de ses COOH, doit permettre de 
passer a un corps bactériostatique. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1945. 

(1) Woops, Brit. J. Exp. Path., 1940, 24, 74. 

(2) Fitpes, Lancet, 1940, 238, 955. 

(3) Kunn, Ber. Chem. Ges., 1941, 74, 1605. 

(4) Voir M. Morel, L’acide nicotinique, facteur de croissance pour 
« Proteus vulgaris », Monographies de l’Institut Pasteur, Masson, 19438, 62. 
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Nous avons appliqué ces vues au cas du bacille tuberculeux. 
On sait depuis longtemps que la l-asparagine, ou amide de |’acide 
aspartique, favorise la croissance de ce bacille. Nous nous sommes 
done posé le probléme suivant : Rechercher si l’on obtient une 
substance bactériostatique vis-a-vis du bacille tuberculeux en substi- 
tuant un radical SO,H (ou SO,NH.) a l’un des carboxyles de I’as- 
paragine, celui qui n’est pas situé en a par rapport a la fonction 
amine. 

L’acide amino-2 sulfonique-3 propionique ainsi défini a été pré- 
paré pour la premiére fois en 1903 par Friedmann (5), en oxydant 
la cystine ou la cystéine par le brome. II lui a été donné Je nom 
d’acide cystéique. 

Mc Ilwain (6 et 7) a publié en 1941 deux notes dans lesquelles 
il envisage l’emploi de quelques amino-acides sulfoniques et de 
leurs sulfamides comme bactériostatiques. I] résulte de ses travaux 
que l’acide cystéique n’a aucune influence sur Ja croissance de 
Staphylococcus aureus, de Bacterium coli et d’un Proteus. L’ auteur 
ne l’a pas essayé vis-a-vis du bacille tuberculeux. 

Les considérations ci-dessus peuvent étre étendues aux étres 
supérieurs. L’introduction dans l’économie de ces derniers de sulfo- 
amino-acides, particuliérement de ceux d’amino-acides indispensa- 
bles 4 ]’entretien ou 4 la croissance, permettrait vraisemblablement 
d’obtenir des atrophies ou des dégénérescences de tissus, d’organes 
ou de systémes. A l’appui de cette vue, soulignons les accidents 
cutanés cités plus loin, que l’on observe chez les rats traités avec 
acide cystéique. Ceux-ci peuvent s’interpréter comme un trouble 
du métabolisme de la cystine. 


COOH COOH COOH COOH 
| 
CHNH, .  CHNH, CHNH, CHNH, 
| 
aks CH, CH, CH, 
| 
COOH CONH, SO3H SO.NH, 
Acide — Amide Acide Sulfamide 
aspartique. de l'acide cystéique. de l'acide cystéique. 
asparlique 


ou asparagine. 


II. — INFLUENCE ANTAGONISTE DE L’ASPARAGINE 
’ r 
ET DE L ACIDE CYSTEIQUE SUR LA CROISSANCE DU BACILLE TUBERCULEUX. 


L'acide cystéique a été préparé selon la méthode de Friedmann 
(voir ci-dessus). L’asparagine est un produit Merck de’ pureté cou- 
rante. Le bacille tuberculeux provient de la collection de 1’Institut 
Pasteur (souche « Test » de M. Legroux). 


(5) Friepmann, Beitr. Chem. Physiol., 1903, 3, 4. 
(6) Mc Invain, J. Chem. Soc., 1941, 75. 
(7) Mc Invaiy, Brit. J. Exp. Path., 1941, 32, 148. 
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Expérience 1. — On prend 12 ballons en Pyrex de 350 ¢. c. 

a) 3 recoivent chacun 100 c. c. d’un milieu dérivé du milieu de 
Sauton (8) par suppression de l’asparagine et servent de témoin. 

b) 3 regoivent 100 c. c. du milieu témoin ci-dessus auquel on a 
ajouté 4 p. 1.000 d’asparagine (milieu de Sauton proprement dit). 

c) 3 regoivent 100 c. c. du milieu témoin additionné de 5 p. 1.000 
d’acide cystéique (cette dose d’acide cystéique est A peu prés équi- 
moléculaire de la dose d’asparagine employée en b), |’équimo- 
lécularité aurait exigé 4,50 g.). . 

d) 3 recoivent a la. fois de asparagine comme en b) et de |’acide 
cystéique comme en c). 

Dans les 4 cas, le pH est amené avant stérilisation, a 7,2, avec 
de Vammoniaque. On a vérifié qu’aprés stérilisation i demeure 
inchangé, 4 0,1 ou 0, 2 prés. La culture est faite 4 37°. Un mois 
aprés encemencement tous les ballons sont stérilisés a l’autoclave 
et leur contenu est filtré sur un creuset en verre fritté. Les bacilles 
ainsi séparés sont séchés’a poids constant, a 110°, et pesés. On 
prend la moyenne dans chaque série. On obtient le poids de 
bacille formé en retranchant du poids pesé celui de Ja semence. 

Le tableau 1 résume les résultats de l’expérience. I] résulte de 
ce tableau que le poids de bacille introduit, qui est de 16 mg., est 
multiplié par 30 en présence d’asparagine alors qu’il est 4 peine 
doublé en présence d’acide cystéique. L’acide cystéique empéche 


TasLeau I. — Influence de l’asparagine et de l'acide cystéique 
sur la croissance du bacille tuberculeux humainx. 


du témoin 


par la méthode 
de milieu 


de Kjeldahl, 
en milligrammes 
POIDS FORME 
en milligrammes 
pour 4100 c.c. 
POIDS FORME 
pour 100 parties 
de la semence 
POIDS FORME 
pour 100 parties 


en azote dosable 
pour 100 c.c. 


=) 
‘al 
= 
si 
= 
= 
=) 
a 
a 
=) 
23) 
z 
= 
a 


Avec asparagine, 400 mg. pour 100 cc. 142 8 
Avec acide cystéique, “500 mg. pour 

AGO Osi Seay arenes b's) 3 ei espaenis os 5 153,3 
Avec asparagine et acide cystéique 

(doses ci-dessus) 246 4 


done la croissance du bacille tuberculeur. Nous nous sommes 
assurés qu'il ne s’agit pas d’un effet antiseptique. En effet, du 


(8) Rappelons la composition du milieu de Sauron : asparagine, 4 ; 
glycérine, 60 ; acide citrique, 2 ; phosphate bipotassique, 0,5 ; sulfate de 
magnésium, 0,5 ; citrate de fer ammoniacal, 0,05 ; eau, 1.000. 
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bacille tuberculeux ayant séjourné quarante-huit heures dans du 

milieu de Sauton privé d’asparagine et contenant 5 p. 100 d’acide 

cystéique, pousse normalement quand on l’ensemence dans du 

milieu de Sauton. Enfin, Ja derniére ligne du tableau montre que 

effet bactériostatique de ]’acide cystéique l’emporte, a concen- 

tration moléculaire 4 peu prés égale, sur action favorisante de — 
‘asparagine. 


Exprérience 2. — L’effet bactériostatique de l’acide cystéique 
peut-il étre annulé par l’asparagine ? Le tableau 2 montre qu’il 
faut répondre affirmativement a cette question. On y voit qu’une 
concentration en asparagine environ cing fois supérieure en molé- 
cules, a celle en acide cystéique qui provoque la bactériostase, non 
seulement débloque la croissance du bacille tuberculeux, mais 
encore la favorise. Des recherches en cours nous fixeront sur la 
concentration en asparagine correspondant au seuil de déblocage. 
On peut donc, par analogie pour ce qui a été fait pour le systéme 
acide paraminobenzoique - paraminophénylsulfmide, émettre 
V’hypothése que l’acide cystéique prend la place de l’asparagine 
dans un enzyme indispensable a la vie du bacille tuberculeux pour 
donner naissance a un faux enzyme. L’acide aspartique ayant, 
nous l’avons vérifié, sur la croissance du bacille de Koch une 
influence identique a celle de l’asparagine, il est permis de penser 
qu’il constitue également avec l’acide cystéique un couple de 
substances antagonistes. 


TasLeau II. — Influence antagoniste de l’asparagine et de l’acide 
cystéique sur la croissance du bacille tuberculeux humain. 


our 100 c.c. 
de milieu 
POIDS FORME 
pour 100 parties 
de semence 
POIDS FORME 
pour 100 parties 
du témoin 


P 


nm 
a 
= 
a 
os 
oe 
ns 
aye 
=o 
of 
Lalit —| 

3 


Avec acide cystéique, 500 mg. pour 100 c.c..... 
Avec acide cystéique, 500 mg. pour 100 c.c. et 
asparagine, 2.000 mg. pour 100 c.c....... 
Avec acide cystéique, 500 mg. pour 100 c.c. et aspa- 
ragine, 4.000 mg. pouri00 cies ...0.05, 2 os 


Expérience 8. — Nous avons étudié l’influence de la concen- 
tration en acide cystéique. Les concentrations employées sont les 
sulvantes : 0 mg., 5 mg., 50 mg., 500 mg. p. 100 c. c. Le tableau 
3 montre que le poids de bacille formé est d’autant plus faible 
que Ja teneur en acide cystéique du milieu est plus grande. I] est 
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inversement proportionnel au log. de la concentration en substance 
active et est nul pour la plus forte valeur utilisée. L’acide cystéique 
agit done en diminuant la vitesse de prolifération du bacille tuber- 
culeux proportionnellement au log. de sa concentration. Il s’agit 
ici de la vitesse moyenne mesurée sur |’intervalle de temps de un 
mois. Rappelons*que le paraminophénylsulfamide ralentit la 
vitesse de multiplication du staphylocoque proportionnellement a 
sa concentration (9). 


Tas.eau III. — Influence de l’acide cystéique sur la croissance 
du bacille tuberculeux humain en fonction de sa concentration. 


CONCENTRATION EN ACIDE CYSTEIQUE, 
en milligrammes pour 100 c.c. 


de milieu 
de semence 
du témoin 


“‘ 
z z 
fo) fo) 
oOo <7) 
3 A 
3 5 

Oy 


en milligrammes 
pour 100 c.c. 
POIDS FORME 

pour 100 parties 
POIDS FORME 

pour 100 parties 


II]. — INFLUENCE DE L’ ACIDE CYSTEIQUE SUR LA CROISSANCE 
DE DIVERS MICROORGANISMES. 


Dans le but de rechercher si ]’action de l’acide cystéique sur le 
bacille tuberculeux est spécifiquement liée a la biochimie de ce 
dernier, nous avons examiné quelle est son influence sur la crois- 
sance du bacille tuberculeux aviaire (souche n° 17 de la collection 
de l'Institut Pasteur, mise 4 notre disposition par M. Boquet) et du 
bacille de la fléole, cultivés tous deux dans les conditions indiquées 
ci-dessus pour le bacille humain, ainsi que sur la croissance de 
Proteus vulgaris, souche « X 19 Syrie », (sur milieu de Lwoff et 
Querido (10), de Bacterium coli (sur milieu de Kufferath (11), de 
Sterigmatocystis nigra (sur milieu de Raulin), de Penicillium 
glaucum (sur milieu de Raulin amené a pH=6,5) et de Staphylo- 
coccus aureus (sur bouillon de peptone glucosé). La concentration 
employée était de 5 p. 1.000. Dans tous les cas, l’acide cystéique 
s'est montré dépourvu de pouvoir bactériostatique. 


(9) Bonét-Maury et Pérautt, ces Annales, 1945, 741, 495. 

(10) D’aprés M. Morel. Voir (4), 6. 

(11) Lounis, Bactériologie agricole, Traduction francaise de Kurreratu, 
LamerTin, Bruxelles, 1912, 87. 
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IV. — INFFLUENCE DE QUELQUES COMPOSES 
EN RELATION DE CONSTITUTION AVEC L’ACIDE CYSTEIQUE 
SUR LA CROISSANCE DU BACILLE TUBERCULEUX. 


a) Acide sulfolactique. — Nous appelons, ainsi le composé 
COOH-CHOH-CH,-SO,H (acide hydroxy-2 sulfonique-8 proplo- 
nique) qui dérive de l’acide cystéique par substituuion d’un 
hydroxyle au radical NH,. Nous l’avons obtenu en faisant agir, 
selon la méthode classique, l’acide nitreux sur l’acide cystéique. 
L’acide sulfolactique s’est révélé a concentration égale, aussi actif 
que l’acide cystéique sur la croissance du bacille tuberculeux. 
Celle-ci a été complétement inhibée 4 la dose de 5 p. 1.000. Le 
groupement o-amino-acide n’est done pas une condition nécessaire 
du pouvoir bactériostatique de l’acide cystéique. Ce résultat est 
en accord avec le fait que l’acide malique, dont l’acide sulfolac- 
tique ne différe que par Ja substitution de SO,H & COOH, favorise 
la croissance du bacille tuberculeux (12). Il est, par suite, légitime 
d’émettre l’hypothése que ces 2 acides doivent constituer un couple 
de substances antagonistes. 

b) Taurine. — L’influence de la taurine sur Ja croissance du 
bacille tuberculeux est nulle pour une concentration équimoléculaire 
a celle de l’acide cystéique qui inhibe complétement la croissance 
de ce bacille. L’action de l’acide cystéique n’est donc pas due a 
une propriété banale de la fonction sulfonique. Elle est liée a la 
structure de la chaine carbonée qui porte cette fonction. 


V. — ToxICIT& DE L’ACIDE CYSTEIQUE. 


a) Propriétés hémolytiques. — L’acide cystéique provoque un 
début d’hémolyse des globules rouges de mouton en suspension 
dans l’eau physiologique 4 37°, pour une concentration de 10 mg. 
prallO. cae 

b) Action sur le rat. — On a utilisé 4 lots de rats blancs (White- 
star) pesant individuellement 175 g. environ. Un lot a servi de 
témoin. Les sujets des 3 autres lots ont recu toutes les vingt- 
quatre heures, pendant dix jours, en injection sous-cutanée, 
1c. c. de solution d’acide cystéique contenant pour chacun des 
lots respectivement : 2 mg., 10 mg., 40 mg. de cette substance. 
Aprés 10 jours de traitement le nombre des globules rouges par 
mm*, qui est normalement de 7 a 8 millions, n’a accusé aucune 
modification. En ce qui concerne le nombre des globules blancs, 
qui subit a état normal des variations considérables autour de 
10.000 par mm®, on a apercu une tendance a la baisse, sans pouvoir 


(12) Hentey et Lx Duc, Am. Rev. Tub., 1930, 22, 568. 
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Vexprimer avec précision. A aucun moment il n’a été décelé 
d’hémoglobinurie. Par contre on a observé chez quelques sujets, 
des chutes de poils localisées aux lévres supérieures, au menton, 
autour des oreilles et aux membres antérieurs. Dans un cas il est 
apparu un oedéme a un membre postérieur. Quelques semaines 
aprés cessation du traitement les animaux sont revenus a un état 
apparemment normal. 


CoNCLUSION. 


L’acide cystéique ou acide amino-2 sulfonique-8 propionique 
inhibe la croissance du bacille tuberculeux sur milieu synthétique. 
Son effet est un antagoniste de l’effet favorisant de l’asparagine 
dont il ne différe que par la substitution du radical SO, au 
carboxyle que celle-ci porte en position 4. 

L’acide cystéique n’est pas actif sur les germes suivants cultivés 
sur des milieux synthétiques : Bacille tuberculeux aviaire, bacille 
de la fléole, Sterigmatocystis nigra, Penicillium glaucum, Proteus 
vulgaris, Bacterium coli. Il est également inactif sur le staphylo- 
coque doré, en bouillon de peptone. 

La présence de la fonction amine dans sa molécule n’est pas 
une condition nécessaire a4 son activité car si l’on remplace le 
radical NH, par un hydroxyle, le composé obtenu, l’acide sulfo- 
lactique, empéche également la croissance du bacille tuberculeux. 


DE L’ACTIVITE INHIBITRICE DES REPRESENTANTS 
DE QUELQUES SERIES CHIMIQUES 
SUR LA POUSSE DU BACILLE DE KOCH 
par J.-P. JOUIN et BUU-HOI. 


A partir d’un noyau simple, nous avons voulu voir in vitro l’ac- 
tivité que confére a ce noyau l’adjonction de diverses fonctions. 
Travail qui permettra de trier les corps 4 essayer in vivo. En 
effet, si, d’une part, ces deux activités ne sont pas nécessairement 
superposables, d’autre part, l’impossibilité matérielle d’essayer sur 
l’animal la totalité des substances chimiques éprouvées, nous a 
conduits a n’utiliser in vivo que les corps ayant une grande acti- 
vité in vitro. Les corps actifs in vivo se montrent presque toujours 
actifs in vitro. De plus, la connaissance de ]’importance relative 
des fonctions ajoutées 4 un noyau permettrait A partir d’un corps 
ayant une trace d’action in vivo, la synthése de nouveaux corps 
qui tiendraient compte de ces enseignements. 


* 
* * 


Sur une culture de B. K. aviaire en milieu Sauton le benzéne n’a 
aucune action, alors que l’amine du benzéne, c’est-a-dire ]’aniline, 
est active au 1/1.000. 


A. — DERIVES DE L’ANILINE. 


A partir de l’aniline, nous avons envisagé toute une série de 
corps qui peuvent étre considérés comme dérivant de ]’aniline : 

1° Soit par substitution a l'un ou aux 2 H de cette fonction 
amine ; 

2° Soit par addition de nouvelles fonctions chimiques ; 

3° Soit par combinaison de ces deux modifications. 

_A) La substitution d’un radical acétylé, c’est-a-dire l’acétyla- 
tion, supprime l’action empéchante de l’aniline : l’acétanilide est 
en effet inactif. 


I] en est de méme de l’alcoylation (mono- ou dialcoylation). 


NH CH® < as 
Cc?Hs 
Oe y 
3 0 
\ZF 


N. méthylaniline. N. diéthylaniline. 
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L’arylation par un groupement phényle, quand elle ne porte 
que sur un des hydrogénes, fait décroitre l’activité, qu ls sup- 
prime quand elle porte sur les deux hydrogénes : 


na—<.. |S 
Nee 
C*Hs 
ae~ NZCHH = 0 
| | =0 \csHs 
Sy 
O 
Diphénylamine. Triphénylamine. 


B) L’addition : (a) d’une fonction nitrée fait croitre l’activité 
inhibitrice. 

Il s’agit ici d’une exaltation, puisque l’amine est active au 
1/1000, que le benzéne mononitré n’a aucune action et que la 
présence simultanée des deux fonctions entraine une activité dou- 
ble de celle de l’amine, sans que les positions respectives des 
deux fonctions semblent jouer un réle. Ceci est en accord avec les 


cbhservations de Kuroya (1) concernant |’ ‘activité de la paranitrani. 
line. 


NH* NH? NH? 
Y \ — Not | - my 
y y ao as LU 

1/2.000 4/2.000 as 

Ortho- Méta- eee 


nitranilines. 


I] faut signaler que cette fonction nitrée n’exalte pas n’importe 
quelle autre fonction, car |’acide benzoique, sans action sur le 
BK, reste sans action quand vient s’ajouter une fonction nitrée. 


CO*H CO%H CO?*H 
4N __ NOS C) c 
U ow o) 

( 
O 
ete Méta- Para- 


Acides nitro-benzoiques. 


L’addition : (b) d’une deuxiéme fonction amine exalte considé- 
rablement l’activité. ; 
En outre, la position respective des deux fonctions aminées joue 


(1) Kuroya, Japanese J. exper. Med., 1928, 7, 255. 
Annales de UInstilut Pasteur, t. 72, n°* 7-8, 1946. 38 
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un role considérable puisque la métadiamine est 4 fois plus active 


que l’aniline, et que la paradiamine lest 20 fois. 


NH?* rags ae 
Ok ee ¢ 
Y, Ne Y 

NH?* 
4/20.000 
Ortho- Méta- Para- 


Phényléne-diamines. 


Ici encore l’acétylation supprime |’activité. 
NH? 
I 
WA 


a 
NH — CO — CH? 
0,4 


Para-amino-acétanilide. 


De plus l’introduction d’un groupement méthyle sur le noyau 


en ortho- dans la métaphényléne-diamine exalte l’activité. 
NH* 


| 
‘) 
LJ — NH?* 
Gar 
4/20.000 
Méta-toluyléne-diamine. 
L’ addition 


pement alcoyle par rapport au groupement amine. 


La position ortho- fait décroitre l’activité que la position méta- 


annule, que la position para- exalte. 


NH? NH? NH? 
| { | 
ae ‘) ‘) 
— CH’ | 
\ \ \ 
Ni SS \v 
CH? 
O 4/40.000 
Ortho- Méta- Para-— 
Toluidines. 


Ceci est en accord avec 
vité de la paratoluidine. 


: (c) d’un radical aleoyle au noyau aromatique de 
aniline ne joue un rdle qu’en fonction de la position du grou- 


les observations de Kuroya sur l’acti- 
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L’addition : (d) d’une fonction phénolique exalte considérable- 
ment activité, et bien plus en ortho- qu’en para- puisqu’il s’agit du 
simple au double. 


OH NH? 
| | NH? 
() Glee ] 
We S \V 
4/2.000 4/2000 2 
OH 
4/10.000 
Phénol- Ortho- Para- 
Aminophénol. 


L’addition : (c) d’une fonction O-R (R = radical alcoolique) 
fait croitre l’activité du corps : 

D’une part en fonction de la longueur de R, d’autre part en 
fonction de la position de R, le maximum d’activité se manifestant 
en para-. 


NH? NH? NH?* 
| | | 
r) ae ) 
S74 VY SW 
| 4/2.000 | 
OCH* OC?H! 
4/4.000 4/10.000 
Para-anisidine. Ortho- Paras 


Phénétidines. 


C) La substitution et lVaddition simultanée de nouvelles fonc- 
tions donnent des résultats variables avec les fonctions introduites. 


Phénols. 


Le phénol est actif au 1/2.000. 
Son activité croit par alcoylation en certaines positions. 


OH CH* OH 

| | | 
en ere 
U va VU 

bas dcop C(CH®)* 

4/4.000 4/4.000 1/2.000 
o. terbutyl-p. crésol. o. terbutyl-m. crésol. p- terbutyl-o. erésol. 
Acides. 


Si, au lieu de considérer |’aniline et ses dérivés, nous envisa- 
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geons les acides benzoiques et leurs dérivés, les faits suivants sont 


mis en évidence : ve 
1° L’acide benzoique ne présente aucune activité. 


2° [activité des dérivés oxy- est minime ; 


CO?H CO*H CO?H 
| 
> & ¢ 
y 78 \ 
4/500 4/500 
H 
4/500 
Acide salicylique. Méta- Para- 


Acides oxybenzoiques. 


3° La nitration de l’acide benzoique, quelle que soit la place de 
la fonction nitrée, n’augmente pas l’activité du produit. 


CO?H CO?*H re 
On Non aN () 
| J | | — NO* | 
N Ws N\A 
4/500 4/500 | 
NO® 
4/1.000 
Ortho- Méta- Para- 


Acides nitrobenzoYques. 


L’amination de l’acide benzoique n’augmente pas l’activité, 
quelle que soit la place de l’amine (l’acide anthranilique est inac- 
tif ainsi que l’acide para-aminobenzoique ; |’isomére méta- est actif 
a 1/500). 

4° Les esters de l’acide salicylique se montrent un peu plus 
actifs. Les éthers ne sont guére plus actifs. 

5° Les esters de l’acide métaoxybenzoique sont inactifs. 

6° Les esters de |’acide paraoxybenzoique sont trés actifs, la 
nitration abaissant l’activité. 


Aldéhydes. 
La benzaldéhyde est active au 1/1.000. La nitration en exalte 
Wed ae ian 
Ge O) 0 
— NO? 
& 
1ANo00 4000 Ne 
NO? 
4/5.000 


Orthonitrobenzaldéhy de. Méta- Para- 
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fortement |’activité, surtout en ortho- et en méta-. La substi- 


tution par le chlore n’augmente pas l’activité de la benzaldéhyde 
(Vorthochlorobenzaldéhyde est active a 1/1.000). 


Amides de la série benzénique. 


La benzamide a une activité a peu prés nulle (1/500). 
De méme pour les autres amides étudiées et dont voici la liste : 


Cc2H* — CH — CO — NH? OCH* — CONH?® 
| | 
Chee | 
\ U 
4/500 4/500 
Phényléthylacétamide. Phénoxyacétamide. 
CONH®* ne — NH? 
| 
Cn OH ‘) — OCH* — CO*C*HS 
y U 
4/300 1) 500 
Salicylamide. Salicylamidoxyacétate d'éthyle. 


D’ailleurs les amides de la série aliphatique telles que la for- 
miamide H—CONH?, |’acétamide CH? CO— NH? et la succi- 

~ aa ae 
nimide CH?—CO / NH sont encore moins actives. 

Enfin les amides sulfoniques telles que la chloramine T sont 
également inactives. 


B. — DERIVES DU NAPHTALENE. 


Le naphtaléne n’a aucune action in vitro sur les BK. 

L’introduction ici d’une fonction amine fait apparaitre une acti- 
vité beaucoup plus considérable que dans Ja série benzénique, et 
plus considérable en @ qu’en a : 


ae 

rs ON/\ — NEY 
VU \V/\Y4 
a ae 4/20.000 


B 
Naphtylamines. 


Comme dans la série benzénique, la nitration simple n’aboutit 
a apparition d’aucune activité, une double nitration donnant un 
corps actif, et contrairement a ce qui se passe en série benzénique, 
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1° La coexistence d’une fonction amine et d’un groupement 
nitré entraine une diminution d’activité; 

2° La coexistence de 2 fonctions amines fait aussi décroitre Vac- 
tivité. 


NO? 4 iy 
‘) /) 
| | — NO! — NO? 
N NN 
100 4/2.000 
Méta-dinitrobenzéne. Méta-nitraniline. 
NO* 
| 
Ge ee 
N ,) Y, side A 
ye 4/40.000 | 
0 NO* 
«. nitronaphtaléne. -4. dinitronaphtaléne. 
NO? NH?* 
| | 
Cube 68 
) \G Wot 
4/4.000 | 
NH!® 4/2.000 
1. nitro-2. naphtylamine. 1.5. diamino-naphtaléne. 


L’addition d’une double fonction méthyle entraine une activité 
inférieure a celle de l’amino-naphtaléne (cas des diméthyl-naph- 
tylamines). 

US 7 < NE — CHE 


Ge. ae 


WAN 
4/20.000 
N. éthyléne-3.3. dinaphtylamine. 
En revanche, la N. éthyléne-@.6. dinaphthylamine maintient l’iac- 
tivité. 
L’introduction d’une fonction phénol en g ou en @ est équiva- 
lente au point de vue activité 4 |’introduction d’une fonction amine 


en a, activité qui est supprimée par Ja sulfonation (les acides naph- 


taléne-sulfoniques sont inactifs) et qui réapparait & nouveau par 
adjonction d’une fonction amine : 


OH 
on INI S\08 
WANA UY 


4/410.000 4/40.000 
a 


8 
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~ Naphtols. 
NH? 
| 
Ss, alee Gear 
WN\F \ Ye 

S0*H 

O 4/4.000 

Acide 2.7. naphtosulfonique. Acide 1.2.4. aminonaphtosulfonique. 


De méme, la mono- ou la polysulfonation des naphtylamines a 
et 8 en supprime l’activité : 


NH®* SO°H SO*H NH?* 
| | [eet 
ee Cl yes aN] S 
S Ll som [ 
WY ) WA 
SOSH SO%H 
0 0 
Acide 1.4. amino- Acide 2.3.5.8 amino- Acide 1.8.amino- 
naphtylsulfonique. naphtyltrisulfonique. naphtylsulfonique. 


Quelques autres corps de la série naphtalénique tels que : 
L’acide H : 1/2.000 (acide 1,8 aminonaphtol. 3,6 disulfonique). 
L’azométhine de formule : 

O 


I 
(cH®)C — 7 \/N\ = N — C*H! — N(CH?) (4) 


[ 
4/A. ooo 


La cétone de formule : 


— CtH* — N(CH*)*(4) 


4/4.000 


ont été essayés, et se sont montrés peu actifs. 
L’introduction d’une fonction nitrile entraine une activité 
extrémement faible en général, comme le montrent les corps 


ci-dessous : 


CH? — CN 
| 
ry (Cipla 
CN 
\ N77 SZ, 
> “600 4/4000 


Nitrile «. naphtylacétique. Nitrile 2. naphtyl-cinnamique. 
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Cem” Cea 
\V/ 4 VY 

4/600 4/2.000 

Cyanure de 2. naphtoyle. Nitrile cinnamique. 


Dérivés organo-métalloidiques. 


Nous avons considéré comme type de référence |’acide phény- 
larsinique : 
AsO*H* 
Pies 


J 


\/ 
4/4.000 


L’acide méthylarsinique CH, —AsO,H, est inactif. 
L’introduction d’une fonction nitro en para- exalte considéra- 
blement l’activité de ce dérivé, qu’elle abaisse en ortho- : 


AsO#H® AsO#H! 
‘) Cm: 
VU \/ 

NOz 4/500 

4/2.0000 
Para. Ortho. 


Acides nitrophénylarsiniques. 


L’acide 8 nitro-4 chloro-phénylarsinique 


el l’acide 2 oxy-3 nitrophénylarsinique sont moins actifs. 
L’acide anilarsinique posséde une activité de 1/1.000, activité 


AsO*H? 


ACTION DE DIVERSES SUBSTANCES SUR LE BACILLE DE KOCH _ 389 


annihilée par l’acétylation (le stovarsol est inactif) et par la substi- 
tution d’un radical méthyl-acétamide sur l’azote aminé. 
AsO#H® 


NH — CH* — CO — NHCH® 
4/500 
Méthylamide de l’acide N glycine-phénylarsinique. 
L’introduction d’un second radical aniline dans l’acide arsa- 
nilique double l’activité : 


nHt— ZY) S— Asovn 
Nee C) ; 
Ne 
Nu* 


Acide 4.4". diamino-diphényl-arsinique 1!/2.000. 


Des corps plus compliqués tels que ]’acide paraoxyméta-amino- 
phénylarsinique n’ont qu’une activité faible. 

Dans la série du naphtaléne, les dérivés arsenicaux sont plus 
actifs. 


AsO#H! 
ny) yee 
AAS » 4 avout 

a 8 


Acides naphtylarsiniques. 


La nitration diminue considérablement |’activité de ces corps : 
AsO*H? 


| 
YN /\ 


a 

| —_ NO? 
IW fer alt 

4/1.000 
‘Acide 3 nitro-1 naphtyl arsinique. 

Deux dérivés de ]’antimoine et un dérivé du bismuth ont été 
étudiés. En voici les résultats : 

L’antimoniothiosalicylate de soude : 1/2.000 ; 

L’acide phényl-stibonique est inactif. 


Hydrazines. 


L’hydrazine NH,—NH, a une activité de 1/4.000, activité plus 
que doublée par sa transformation en sulfate. 
NH? — NH?, SO*H* — 1/10.000. 
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L’alcoylation fait tomber l’activité, surtout quand elle est 
asymétrique, comme le montrent les exemples suivants : 
N.N’. diéthylhydrazine 


As ae 
NH NC age = 1500. 


N.N. diéthylhydrazine 

C*H® — NH — NH — C*H® = 4/1.000. 
La phénylation augmente cette activité, au contraire : 
Chlorhydrate de phénylhydrazine 

Cc*a* — NH — NH?®, HCl = 10.000. 
La benzoylation supprime toute activité : 
N.N’. dibenzoylhydrazine 

ctH® — CO — NH — NH — CO — C'H* = O. 

Par contre, la phtalylation en exalte considérablement I’ activité. 
N.N’. phtalylhydrazine (ou dioxyphtalazine) : 


co 
re 


Was 
co 


4/20.000 
Dérivés de lV'urée. 


Tous les dérivés de l’urée, dont voici la liste, se montrent inac- 
tifs. 

Urée : 

Nitrate d’urée : 

N.N’ diphénylurée : 

Diméthylurée asymétrique : 


Acide barbiturique : 


Gardénal = O. 


ee ne ae 
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Guanidine : 


NH? 
NH=C =0 
“ 
Ethyluréthane : 
é poor ‘ 
\nH® = 
Alloxane : 
NH — 
‘4 Sco = 
COS a DCO = 4/500 


Semi-carbazide : 


Mais il suffit qu’on introduise un atome de soufre dans ces 
molécules pour que l’activité apparaisse : 


Sos 
\NH — NH* 
Thiourée : 
van 
cs = 1/1.000 
An 
Thiosinamine : 
/NH — CH? — CH = CH? 
CSC fy = 4/2.000. 
N 
Thiosemicarbazide : 
Wild 
csc = 4/20.000. 
NH — NH? 


Alcools aminés, acides et céltones aminés. 


Tous les corps étudiés sont complétement inactifs, sauf la méta- 
aminobenzophénone. 
Ethanolamine 
NH?* — CH? — CH?0H ——1(0n 
Diéthanolamine 
po? — ClHl?0H 
NH —i(G) 


\cu? — CH*OH — 
Base de la stovaine = O. 
Diméthylaminopropano] = O. 
(C?H*)*N — CH* — CH* — CH*OH = 0. 


Diméthylaminopentanol = O. 
(C2H*)*N — (CH?) — CH — CH*0H 
CH* 
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Triéthanolamine 


/ cH — CH*OH 

N&— CH? — CIl?OH 10: 
‘cut — CH*OH 

Diéthylaminoéthano] 


(C*H*)}*N —CH*—CH*OH == 0. 


Glycocolle 
NH? — CH* — COOH = 0. 


Métaaminobenzophénone = 1/2.000. 
NH?* 


| . 
Vig Ce Ua 
._ eee 


Sulfamides substitués. 
Le 1162 F. (p. aminophényl-sulfamide) est actif au 1/20.000. 


SUBSTITUTION SUR LA FONCTION SULFAMIDE. — Si ]’on substitue a 
Yun des hydrogénes de la fonction sulfamide un groupement 
alcoolique tertiaire, il s’ensuit une diminution considérable de 
Yactivité du nouveau produit, activité qui devient pratiquement 
nulle si l’on acétyle la fonction amine. 

Par contre, la substitution de l’un des H de la fonction sulfa- 
mide par un radical hétérocyclique soufré ou par un radical thiou- 
rée exalte considérablement l’activité du paraminophényl-sulfa- 
mide, activité qui est diminuée de moitié quand la substitution se 
fait par un radical pyridique en a : 


Va 


‘a Sioa ag eel sos —| | 


| g 
He y S On B 
A | | Gg 
0 Y. : 
| | 
Wi Nu? NH? 
| 4/50.000 4/40.000 
NH! 
4/50.000 
Thiazomide. Sulfamido-thiourée (fontamide). Dagénan. 
SUBSTITUTION SUR LA FONCTION AMINE. — Si cette substitution se 


fait par l’intermédiaire d’une chaine non saturée, il en résulte une 
diminution considérable de l’activité du nouveau produit, sauf 
quand il entre dans cette substitution un radical naphtalénique 


qui a une activité propre faisant remonter l’activité a Végal de 
celle de la sulfamide, 


' 
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gehen NO? 
¢ é 
0 ¢ 
NH — CH = CH — CH == C(OH) — CH =N, CIB 
1/4.000 
tor CH = CH — CH= C(0OH) —CH=N, QlH 
| 
W4 ( 7} 
\Z 
SO2NH* 
4/20.000 
NO# 
| 
7\/\ — NH — CH =C H — CH = C(0H) — CH =N, CH 
| | a 
VY, ee 
SO*NH? 


4/2.000 


et compte tenu de la modification d’activité apportée a l’activité 
de Ja @.naphtylamine par la substitution d’un radical nitré en ¢ 
dont on connait déja les propriétés. 
Si le radical est un azoique, l’activité reste identique a celle de 
la paranitraniline : 
Cl1H, 1 = CH — C(OH) = CH — CH = CH — NH 


} ‘) 
VA WA 
k= N— cH 
1/2.000 


La présence d’un radical paraphénylénediamine substitué sur les 
hydrogénes des 2 fonctions amines fait encore baisser cette acti- 


vité, 


SO*NH? 
| 
va 
| J SO?NH? 
x 
| ar 


2ClH, N = CH — C(OH) = CH — CH = CH — NH — | | 


—€_S—yu—ch=cH — CH = C(OH) — CH = N 
oF i: 4/2.000 
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et dans une mesure semblable a celle due a Ja substitution par un 
radical métaphénylénediamine 


2ClH, N—CH = C(OH) — CH = CH — CH = 
| 


Orie si 
4 A 
L) — N=CH — CH = CH — C(OH) wee 
&, 
Lom 
4/4.000 
Sulforydes. 


Ce sont des dérivés de la p.p’. diamino-diphényl-sulfoxyde. II 
est bien connu que ce corps présente une trés grande activité a 
l’égard des cocci. 

Les régles de variation de l’activité de ces corps en fonction de 
leur structure sont identiques a celles déja indiquées pour les sul- 
famides. 


{ —— 
NH. CH CH CH == (0H\G— CH= N=? | S— SD 


| \—/ 
0 
) eS ee 
v 6 
Si 
4/20.000 * 
Sulfones. 


_Ce sont des dérivés de la p.p’. diamino-diphénylsulfone dont 
lactivité est de 1/2.000. 


NHt — ees =o eS —NH* 


Les résultats sont identiques a ceux déja étudiés. 


La présence d’un radical @.naphtylamine reléve l’activité dans 
les proportions prévues. 


— 
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L’aniline, substituée par une chaine contenant un groupement 
sulfone, offre une activité de l’ordre du 1/1.000. 


La §.naphtylamine, substituée par une chaine contenant un 
groupe sulfone, offre une activité de 1/15.000. 
so—ZY S—N=cH— con) =cH—cH =cH—nH—7\“ 
cs oe 


‘ ) W/Z 


AY 
2ClH, N= CH — C(OH) = CH — CH = CH— NH— 7 YS 


| | 


WT NF 
4/415.000 


L’aminoazobenzéne, substitué par une chaine contenant un 
groupe sulfone, offre une activité de 1/20.000. 


ein? so 7 | N= N= CH — C0) = CH — CH = CH NB 


Se Des | 
ees ; Bx 
bs | | 
| WW 
CH | 
i es 2CIH,C’H’ —N—N 
wi SN SN CORE 
CH H cai N=N C°H 
1/20.000 
Amines. 


Nous étudierons successivement les amines 4 chaine linéaire 
puis les amines du benzéne, enfin celles du naphtaléne. 

En chaine linéaire, nos études ont surtout porté sur des amines 
primaires g.g. disubstituées, les autres étant peu actives ou inac- 
lives. 

Les 2-amino-2 méthyl-4. éthyl-octane est actif au 1/1.000 : 


CHS 
CH* — (CH*)* — CH — CH* — ( — NH’, ClH 
CH® dae 
L’activité de ces corps croit au fur et A mesure que s’allonge la 
chaine comme le prouvent les exemples suivants : 
CH? 
CH — (cHt* — 6 — NHY, HCI : 1/20.000 
cH* 
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2 amino-2 méthyl-dodécane. 
CH* 
— (CH?)*? — b — NH?*, HCl : 4/20.000 
du 


2 amino-2 méthyl-hexadécane. 
CH* 
| 
CH? — (CH*)!7 — C — NH?, HCl : 1/20.000 
| 
CH? 


Ces remarques sont valables pour les amines de la série benzé- 
nique. 2 exemples suffisent : 


C?H® 
| 
C*H® — CH? — C— NH, HCl : 4/2.000 
bons 
/CHS ous 
(CH ee ee NH®, CIH : 41/20.000 
OCH? C*H® 


En série naphtalénique. 


L’introduction d’une chaine Jatérale, portant une fonction amine 
primaire a.g. disubstituée entraine une activité considérable qu’on 
doit rapprocher de la grande activité des amines disubstituées de 
la série grasse. 


/\_ cut — cHe— cf 
| iNwne, HCl : 1/20.000 
CH 


La position de la substitution sur le noyau naphtaléne n’est pas 
indifférente, la position en p étant plus active que celle en ¢ : 


CH? 
| 
cH* — ‘ — NH, ClH : 4/15.000 
“AX clr YN/\ 


| |_ cr <a NH?, CIH : 4/20.000 
[OSG WU 


RIOD aes. 


".-- — » = 
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lactivité du corps étant en outre proportionnelle au poids molé- 
culaire total : 


CH? cH® 
| 
CH* — C — NH’, ClH cut — b— nue, ClH 
ye Cis = 
VW4\4 \VaNA 
4/20.000 . 4198000 


Les diamines dérivées du naphtaléne sont peu actives, et il en est 
de méme pour les dérivés de ces diamines, tels que le 1-5 naph- 


NH? N = C — CH* — CO*C*H® 
on sone 
\/\4Z f | 
ta aC 
4/2.000 I 
CH? — C — CH! — CO*C*H® 
4/4.000 


1. 5. naphtyléne-diamine. 


tyléne-diamino-dicrotonate d’éthyle (= 1/1.000), sauf pour les 
amino-azoiques qui sont extrémement actifs : 


1 a= N — C*H® NH? 
| 
ver WNZA 
4/20. hoo 
N = N — C°H5 
4/20.000 
2. amino-1. naphtaléne-azobenzéne. 4, amino-1. naphtaléne-azobenzéne. 
Quinones. 


La naphtoquinone « est pratiquement inactive. 

L’introduction d’une fonction méthyle sur cette naphtoquinone 
augmente légérement |’ activité (la 2. méthylnaphtoquinone est active 
a 1/1.000). 

Remarquons que cette naphtoquinone méthylée est une vitamine 
K, de méme que le phtiocol, corps entrant dans la constitution du 
B. K. qui est trés peu actif; son homologue supérieur, la 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 72, n° 7-8, 1946. 39 
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2.oxy-3.éthyl-4.naphtoquinone est aussi ae active. 


) 
I 
alae a CH* — CH* 
z OH 
VS os OU 
4/4.000 4/4000 
. Phtiocol. Homophtiocol. 


L’introduction en position 2 et 3 de 2 atomes de brome double 
Vactivité, 


, O 

ry! I the ae 

— Cl } y — OH 
8 S) W OU \ ‘ 
" 0 
4/2.000 spo. 000 
2. 3. dibromo-f. 4. 2, 3. dichloro-t. 4. 2. chloro-3. oxy-1. 4. 
naphtoquinone, naphtoquinone. naphtoquinone. 


qui est multipliée par 20 quand il s’agit de 2 atomes de Cl, et qui 
est respectée quand on remplace l’un des Cl] par un oxhydryle, 
alors qu’au contraire l’introduction d’un radical aminé quelconque 
a la place d’un des chlores ou des bromes supprime cette activité, 
comme le montrent de nombreux corps étudiés, qu’il s’agisse d’une 
sulfamide, d’un naphtaléne, d’un benzothiazol, d’acide salicylique, 
d’acide paraminobenzoique, d’anisidine, etc... 


0 0 
ete ie Oteane 
\ J—NH — oh S SO'NH® Lx | la 
para 6. 
) 0) Se 
0 0 
Gen Oem N a 
Jn Jas US 
Mute 
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i 
‘ei Be 
Le ON : 
a NH <a cOtH 
0 
0 
i 
ore : 
OOhrs. 
stem ae \/ NON 
i cae oe 
rf) 
0 


Dans la série du benzéne, la benzoquinone para-inactive ne 
voit pas son action renforcée par l’introduction de Cl (inactivité 
de la trichlorotoluquinone, par exemple). 

En revanche, l’introduction d’une fonction méthyl-isopropyle 
en augmente |’activité. C’est le cas de la thymoquinone : 


0 

I i 
| ¢ — CH(CH®)? d= ya 
| Cae | | cl — | | — Cl 

ve 
| i 
O ) 
Thymoquinone : 1/4.000. Chloranile : O. 


Dérivés de la Quinoléine. 


Tous les corps dérivés de la quinoléine et qui comportent 
a Vintérieur de leur molécule des substitutions diverses dont 
voici les formules, se sont révélés pratiquement inactifs. 

Cependant une exception doit étre notée. Dans cette série, 
linfluence de la position des oxy est capitale puisque le carbo- 
styrile a une action analogue a celle de |’aniline, alors que le 
sunoxol a une activité 20 fois plus grande. 


Pyridine et dérivés. 


Dans la série de la pyridine (celle-ci ne présente aucune acti- 
vité), l’on s’apercoit que cette activité apparait et augmente avec 
le nombre des substituants. 


en EPO Lh 


600 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Encore nulle avec la monométhylpyridine, elle croit avec la 
diméthyl et encore davantage avec la triméthyl. 


Ox ON/\ aA » 
L LU ee ve UY 
WS ¢ i ON 
O 4/4.000 OH 
4/20.000 
Quinoléine. Carbostyrile. 8. oxyquinoléine (sunoxol). 
0) Geel, 
— CH* 
Y ¥ y 
Ve YY ~ 
(0) 10) 0 
Pyridine. Picolines § et c. 
CH* 
| 
Ges } 
> — H* — — CH' 
CH \, 7 Cc \ “4 
4/250 4/500 
2.5. diméthylpyridine. 2.4.6. triméthylpyridine. 


D’autres dérivés tels que l’amide nicotinique : 


Y~\ — CONH* 


y, 


N 
O 


ne possédent aucune activité. 
Les dérivés suivants de la quinoléine sont aussi peu actifs. 


0 IN OCH? 


| 
— OCH* 


<1/1.000 


AX | 7} 


DV 
aly 


<4/4.000 \7— OCH 


a 
a 
a 
+ 

A 
i 
o 


Chaulmoogra. 


D’une facon générale, les dérivés chaulmoogriques ont une 
activité de ordre de 1/1.000. Cette activité croit lorqu’on intro- 
duit dans la molécule un radical ayant une activité propre : 

qu’il s’agisse d’une amine aromatique exaltant l'activité, touts 
substitution ou addition ultérieure obéissant aux lois déja vues, 
qu'il s’agisse d’un radical aminé naphtalénique, ou d’un radical 
paratoluidinique. 

La présenge d’une double liaison exalte dix fois Vactivité du 
méme corps sans double liaison. 

Des acides voisins des acides chaulmoogriques a-substitués, 
tels que l’acide g phényl-oléyl-acétique et l’acide g cyclopentyl- 
oléylacétique ont une activité extrémement faible. 


Acides : 
/\ — (CH)* — CH — CO*H 7 — (CH) — CH —CO*H 
|_| CH? | CH? 
<41/41.000 1/10.000 
Acide a. Acide « 
méthyl-dihydrochaulmoogrique. méthyl-chaulmoogrique. 
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/~_— (CH*)t* — CHOH — CO*H 


fr < 4/1.000 


Acide «. oxydihydrochaulmoogrique. 


7“ — (CH) — CH — CO*H 
Ba NH_Z—y 
<1/1.000 


Acide anilino-«. 
dihydrochaulmoogrique. 


a Ne (CH2)'* — 7 — CO*H 
da TTS 


WN\Y 


4/40.000 


Acide 8. naphtylamino-«- 
dihydrochaulmoogrique. 


fia (CH) i cO*H 


A 


l 


0 


4/20.000 
Acide 3. naphtylamino- 
«. dihydrohydnocarpique. 


e — (CH*)* — Gi — CO*'H 
| ST: Ae aa 
a 
L< 12.000 


Aclde anilino- 
a. dihydrohydnocarpique. 


Toutes choses égales d’ailleurs, on voit que les dérivés hydno- 
carpiques sont plus actifs que les dérivés chaulmoogriques cor- 
respondants, ce qui est en accord avec certaines observations déja 


rapportées dans la littérature. 


Amines : 


— (CH?,!t — N— CH 


‘ 


We 
4/4.000 


N. dyhydrohydnocarpyl- 
N. méthylaniline. 


Aine: sag cst 
( 7} 


YW 
<1/1.000 


N. dihydrochaulmoogryl- 
N. éthylaniline. 


a 


Yo s\a_ NL GH = es 
(CH?) N — CH Ce: 


pe on i /40.000 


| 


WA 


N. Shy aroly tererer ts 
N. benzyl-aniline. 


— (CH!) jet a eae Oo SET NG eae 3 
ae (cHy"—Na—Z_S—cH 
1/4.000 


N. dihydrohydnocarpyl-p. toluidine. 
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EN Nm (CH*)'* — NH TN ie oh 


ay 


— 1/4.000 


N. dihydrochaulmoogryl- 
p- toluidine. 


Aen 


Wz 
<1/20.00 
N. dihy drohydnocarpyl- 
a. naphtylamine. 


Dérivés de fonctions diverses 
(phénols, cétones, quinones, esters, etc.) : 


CH® 


ae 
rn) —(cHy°—co—Y S—ocn 


a =< onion) 


<4/4.000 


JN — (cH — “N 


L| aes Uo 


¢ 
S 
<4/1.000 
Ze NCH 
eh On 
— OH 
0 <1/4.000 


ee oa (CH2)** — AN 


| \ 


|! [ | 


Bes 
LJ OCH® 
<4/4.000 
Amen 277 On 
|_| \eeles 
< 1/1.000 


Enfin, voici une liste de corps 


ie eee H 


() 
VU 
OCH? 
< 1/4000. 
/\ —(cHy—co—Z%  S— ocr 
|_| =" _ oon 
<1/4.000 


7\ — (CH*)!4 <7 Y= On 


od ee 


<4/1.000 
 § == OCH® 
— (CH — J S + oc 
| CH — 
<1/4.000 
) 


= 
= 
N 


O 
<1/1.000 


ne s’intégrant pas a |’intérieur 


d’une famille homogéne et qui ne présentent aucune activité, sauf 
quelques-uns d’entre eux signalés en téte. 
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Sont actifs au 1/20.000 les corps suivants : 
La 2-3 diaminophénazine : 
N 
ON/\N/\S — NH 
— NH* 
JZN4 
We 


L’acide méthylbenzo-azachryséne-carbonique 
CO*H 
Vw, SAX — cH? 


UP VINA. SANA 


WVYV\F 
La phénothiazine : 


| 


VASOF 


Le paradiméthylaminoanile de la 9.benzoyl-acridine : 
CSH* — ' = N — C*H‘ — N(CH?*)* (4) 
ONSN/\ 


WS ANF 


Le dérivé thiophénique suivant est actif au : 


C*Hsco* — , \ — co:ctHs 
HO — | — OH 
4/40.000 


Ne sont pas actifs ou sont peu actifs les corps suivants : 


L’aminobenzothiazol, cependant trés voisin de la @-naphtyla- 
mine. 


L’acide mucobromique. 

Le chlorhydrate de semi-carbazide. 

La thiodiphénylurée symétrique. 
L’orthodinitrophénol. 

L’acide 2-chloro-5 nitrophénylsulfonique. 
Le 3-10. diaminopyréne. 

La 4.méthyl.7-8.dihydro-9.phénalone. 


7. =o - 
ali in 
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L’acridone (actif a 1/1.000). 

Le benzal-N.butyl-homophtalimide. 
L’oxytolylisocoumarine. 

Le chlorhydrate de benzo-aza-chryséne. 
L’acide méthoxybenzoazachryséne-carbonique. 
L’acide benzoazachryséne-carbonique : 


CO*H 


Les naphtoacridines. 

Les dérivés suivants du thiophéne : 

La 2-isoamyl-thiényl-cétone = O. 

Le 3.benzéne-azo-thioténol = 1/1.000. 

Le paradiméthylaminoanile du syanure de B-naphtoyle. 
La tropanone : 


CH* —————-CH—————— CO 


N— CH CH?* = 1/1.000 


CH*————_—— CH* CH? 


Le dioxane. 

La morpholine. 

L’hydroquinine, l’ecgonine (0), la cinchonine (0), la cincho- 
nidine (1.2.000). 

Enfin, sont sans activité notable, pas plus que 2 coumarines 
dont voici les formules : 


y 
| 
Lidge Sf ék ves 
ME gid HOS ee 
OH 
4/1 000 1/4.000 


L’oxime de la paranitrobenzophénone (1/2.000). 
La déhydrothio-paratoluidine (0). 
L’isatine (1/2.000). 
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Deux orthoquinones essayées se sont révélées pratiquement 
inactives : 


On, “Y) 
eG: ri 


prams Tia ey Ge Tee NE PA eae 
ee ae eS LD ae 
et II yi | 
bb bo 


EN RESUME 


1° Un certain nombre de corps semblent particuliérement actifs, 
surtout dans la série du naphtaléne. Ceci concorde avec les travaux 
de Willstaedt (2) et ceux de Bergmann (8) effectués ces derniers 
temps. 

2° Un certain nombre de fonctions semblent plus aptes que 
d’autres a inhiber une culture de B.K., tels les amines, les 
aldéhydes, les dérivés nitrés. 

3° Ce seront done les produits de synthése qui tiendront compte 
de ces observations qu’il faut tout d’abord essayer dans l|’expéri- 
mentation in vivo. 

4° C’est ce que nous sommes en train de faire déja depuis un 
certain temps et nous nous proposons d’en faire connaitre pro- 
chainement les résultats. 


(2) Cet auteur a montré que certains colorants naphtaléniques étaient 
actifs, Svensk Kemisk Tidskrift, 1942, 54, 223. 

(8) E. Beremann, L. HASKELBERG et F. BercMann, J. Amer. Chem. Soc., 
1941, 63, 2245, ont signalé l’activité de l’amide trichloracétique de 1’azoi- 
que de la g-naphtylamine et du para-aminobenzoate d’éthyle. 


LES FACTEURS CHIMIQUES DANS LA GENESE 
DES LESIONS TUBERCULEUSES CHRONIQUES 


par A. DELAUNAY, R. VENDRELY et J. PAGES (°). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


Les lésions chroniques provoquées par le bacille de Koch ont 
un aspect si particulier que, le plus souvent, un_histologiste 
méme peu averti les reconnait aisément; elles se caractérisent 
avant tout par des réactions de cellules mononucléées : lympho- 
cytes, monocytes, macrophages, cellules épithélioides et cellules 
gséantes. Du point de vue expérimental, ces réactions mononu- 
cléées succédent aussi bien 4 l’injection (sous la peau du cobaye, 
par exemple) de bacilles morts que de bacilles vivants (1). Dans 
ces conditions, i] était naturel que l’on pensat a leur donner pour 
facteur un composant chimique particulier du bacille de Koch. 
De fait, dés 1900, on s’est mis en quéte de cette substance. Mais, 
presque aussitot, s’élevérent des divergences d’opinion, un cer- 
tain nombre d’auteurs incriminant surtout les constituants lipi- 
diques du microbe (Auclair, puis auteurs anglo-saxons), d’autres 
(Dominici, Ostrovsky, etc.) penchant plulét en faveur des consti- 
tuants protéiques. La question resta confuse jusqu’en 1927, date 
a laquelle laméricaine Florence Sabin et ses collaborateurs la 
reprirent dans son ensemble (2). Les conclusions de leurs tra- 
vaux soulignérent l’importance, pour la genése des lésions tuber- 
culeuses, des constituants lipidiques du bacille de Koch, et 
notamment d’un acide gras: l’acide phthioique isolé par 
Anderson. Ces conclusions recurent confirmation de différents 
cétés, notamment en Suisse par Roulet. Cependant, en 1931, 
l Américain Boissevain (8) rouvrait le vieux débat en montrant 


* Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1945. 

(1) Remarquons cependant que dans ces cas (injection sous la peau 
du cobaye de bacilles vivants ou morts), les réactions mononucléées 
ne s’ordonnent pas pour fournir l’image typique du follicule tuber- 
culeux. 

(2) Tres nombreuses communications dans J. Exp. Med. entre 1927 
et 1938. 

(3) C. Borssevain et C. T. Ryper: Am. Rev. Tub., 1931, 24, 751. 
Voir aussi F. Sasin, J. exp. Med., 1932, 56, 867. En 1938 (J. exp. Med., 
1938, 68, 837), SaBin a admis 4 son tour que les tuberculo-protéides 
insolubles sont capables de produire un tissu tuberculeux complexe 
chez ]’animal normal. 
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qu’il existe dans le bacille de Koch des protéines insolubles qui 
ont le pouvoir de provoquer, a elles seules, aprés injection dans 
les tissus, des lésions ayant un aspect typiquement tuberculeux. 
En 1944, notre collégue et ami Laporte (4) a parlé, lui aussi, 
dans le méme sens, a propos de son antigéne granulaire. A 
Vheure actuelle, on se trouve donc en présence de deux théses 
opposées, l’une affirmant la primauté d’action des substances 
lipidiques, l'autre celle des protéines insolubles. Depuis plusieurs 
années, en ce qui nous concerne, nous nous occupons des fac- 
teurs chimiotactiques des bactéries, en d’autres termes, nous 
cherchons a identifier les substances bactériennes capables 
d’exciter les polynucléaires et de provoquer leur migration (5). 
Avec ]’étude des constituants du bacille de Koch, nous avions 
l’occasion de déterminer des stimulants de mononucléaires. Nous 
avons donc jugé intéressant de reprendre a notre tour l’étude de 
la genése des lésions tuberculeuses chroniques. Voici, en quelques 
mots, nos résultats. 

On peut distinguer, dans le bacille de Koch, trois constituants 
essentiels sur le plan quantitatif : les polysaccharides, Jes lipides, 
et les protéides et nucléoprotéides. 

a) Selon toute, apparence, les polysaccharides ne sont pas les 
facteurs des lésions chroniques provoquées par le bacille de 
Koch. Les réactions, qui succédent a l’injection dans les tissus 
de ces substances en solution, se caractérisent surtout par |’afflux 
des polynucléaires et la rapidité de leur évolution (6). 

b) Substances lipidiques. Nous avons extrait les graisses 
totales du bacille de Koch (souche bovine avirulente Vallée) en 
épuisant les bacilles desséchés au Kumagawa, d’abord par le 
benzéne, puis au moyen dialcool a 95°. Les deux liquides 
d’extraction étaient ensuite réunis et concentrés. Finalement les 
substances lipidiques totales étaient mises en suspensions trés 
fines par broyage au mortier dans du sérum de cobaye pour 
faciliter leur injection sous la peau de cobayes neufs (7). Ces 


(4) A) Association des Microbiologistes, séance du 4 mai 1944. 
B) R. Laporte et R. Venprety, Société de Chimie Biologique, séance 
du 20 juin 1944, 

(5) Nombreuses communications depuis 1941, dans C. R- Soc. Biol., 
Bull. Acad. Méd., Ann. Inst. Pasteur, Rev. Immunol., etc. 

(6) Pour plus de détails, se reporter A notre précédente communica- 
tion : Recherches sur le chimiotactisme leucocytaire: le pouvoir 
chimiotactique de certains constituants du bacille tuberculeuz, ces 
Annales, 1945, 74, 415. 

(7) Le sérum de cobaye, injecté sous la peau du cobaye, donne 
immédiatement une vive réaction de polynucléaires suivie d’une réac- 
tion macrophagique assez marquée. Cependant, quant A son intensité, 
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lipides provoquent un afflux immédiat et considérable de poly- 
nucléaires puis des réactions macrophagiques persistant plu- 
sieurs semaines et comprenant toute la gamme des cellules a 
noyau arrondi : lymphocytes, monocytes, macrophages, cellules 
épithélioides et cellules géantes des deux types : cellules a corps 
étrangers (trés nombreux noyaux dispersés sans ordre dans le 
protoplasma) et cellules type tuberculeux (quelques noyaux dis- 
posés en fer a cheval a la périphérie de la cellule). L’image 
obtenue est tout a fait comparable a celle qui succéde a |’injec- 
tion faite dans les mémes conditions de bacilles de Koch tués. 
Mais, fait intéressant, nous avons constaté qu’elle rappelle aussi 
celle que donnent, toujours dans les mémes conditions, l’acide 
palmitique (8), le palmitate de soude et méme le cholestéro] en 
émulsion dans du sérum de cobaye. Lorsqu’on se sert de toutes 
ces substances lipoidiques : graisses totales du bacille de Koch, 
acide palmitique, palmitate de soude et cholestérol, a concen- 
tration comparable, on obtient, sous la peau du cobaye, des 
lésions qu’il est bien difficile de distinguer entre elles, A tout 
moment de leur évolution. Nous avons donc tendance a croire 
que les réactions macrophagiques provoquées par les graisses 
totales du bacille de Koch ont beaucoup plus un caractére banal 
(simple réaction devant un corps étranger quelconque) qu’un 
caractére spécifique (réactions particuliéres aux lipides tuber- 
culeux). Par ailleurs, il est certainement impossible de faire des 
graisses des bacilles de Koch les uniques facteurs des réactions 
macrophagiques provoquées par ces bacilles, car ces derniers, 
méme délipidés le mieux possible, restent capables d’entrainer 
dans les tissus une multiplication encore trés considérable des 
cellules mononucléées. 

c) Venons-en, pour terminer, 4 la question des protéides. Les 
protéides solubles, tout comme les polysaccharides, entrainent 
surtout des réactions 4 polynucléaires transitoires (8). La réac- 
tion macrophagique tardive reste toujours modérée. I] est rare 
qu’elle comporte la formation de cellules géantes. 

Des protéides insolubles ont été préparés par la méthode a 
Vacide chlorhydrique (9) a partir d’un matériel obligeamment 
fourni par le D™ Laporte. On obtient ainsi ce que Laporte appelle 
un antigéne granulaire, produit insoluble formé en majeure 
partie de protéines (88 p. 100) et de petites quantités de glucides. 


cette réaction est sams comparaison possible avec celle qui fait suite 
4 l’injection des substances lipidiques bacillaires émulsionnées dans 
le sérum. 

(8) L’acide palmitique entre, comme l’acide phthioique, dans la cons- 
titution du phosphatide A, d’ANDERSON. 

(9) Consulter R. Laporte et R. Venprety. Communication faite 
devant la Société de Chimie Biologique le 20 juin 1944. 
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Lorsqu’on injecte cet antigéne granulaire en émulsion dans du 
sérum sous la peau de cobayes sains, on obtient un afflux marqué 
et rapide de polynucléaires (10), suivi de réactions a mononu- 
cléaires considérables et englobant toute la série des lympho- 
cytes, monocytes, macrophages, cellules géantes, etc. Cette fois 
encore, on se trouve en présence d’une lésion qui aurait fort 
bien pu étre provoquée par des bacilles de Koch. Nous confir- 
mons donc pleinement les travaux antérieurs de Boissevain et 
de Laporte. 

Mais voici un fait nouveau et qui nous parait étre d’un cer- 
tain intérét. A doses égales, les protéides insolubles du bacille 
de Koch entrainent des lésions incomparablement plus rapides 
et plus fortes que des protéides insolubles banaux (par exemple 
protéides du sérum de cheval (11) coagulés par la chaleur puis 
injectés sous la peau du cobaye). Or, pareil fait, toujours 
retrouvé, rappelle ceux que nous avons rencontrés maintes fois 
lors de nos études sur les facteurs chimiotactiques des bactéries 
et qui’ montraient qu’usuellement, & méme concentration, les 
nucléoprotéides bactériens (12), tout comme les polysaccharides 
bactériens, attirent beaucoup mieux les polynucléaires que 
des nucléoprotéides banaux (extraits par exemple des cellules 
hépatiques ou spléniques) ou des polysaccharides non bactériens 
tels que l’amidon soluble, le glycogéne, etc. Cette fois, il ne 
s’agit plus de polynucléaires, mais de mononucléaires. Cepen- 
dant la régle reste la méme : les protéides insolubles du bacille 
de Koch sont beaucoup plus actifs que des protéides banaux 
a l’égard des mononucléaires. Autrement dit, les mononucléaires 
réagissent beaucoup plus fortement au contact des premiers 
que des seconds. 

Si pareille constatation mérite, selon nous, d’étre mentionnée, 
c’est qu’elle vient ajouter encore A l’intérét des protéides inso- 
lubles du bacille de Koch et qu’elle indique A son tour que 
Pétude de ceux-ci doit se montrer particuliérement féconde. 

En conclusion, les lésions chroniques tuberculeuses ont au 


moins deux facteurs : les constituants lipidiques et les protéides 


insolubles du bacille de Koch. Le plus intéressant de ces fac- 
teurs nous parait étre de beaucoup le second. 


(10) Cet afflux de polynucléaires est nettement moins marqué lors- 
qu’on injecte l’antigéne granulaire en simple suspension dans de 
Yeau physiologique. Mais la réaction mononucléée secondaire est du 
méme ordre. 

(11) Des travaux récents (Rmneton, etc.) ont montré que les pro- 
téines du sérum sont en réalité des glyco-protéides. 

(12) L’antigéne granulaire ne parait pas 


renfermer d’acides 
nucléiques (LAPoRTE et VENDRELY). 


eit 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DU METABOLISME 
RESPIRATOIRE DES BACILLES PARATUBERCULEUX (’) 


11. — METABOLISME RESPIRATOIRE DE DIVERS TYPES DES 
BACILLES PARATUBERCULEUX 


par A. ANDREJEW. 


(Laboratoire de recherches sur la tuberculose.) 


Aprés avoir examiné certains aspects de la respiration du 
bacille de la fléole nous avons étendu nos observations sur 
quelques autres bacilles paratuberculeux de types différents en 
vue de vérifier si l'étude de leur métabolisme respiratoire peut 
révéler entre eux une sorte de spécificité de groupe. 


BacittE D 6. — Ce bacille acido-résistant a été isolé de 
Yintestin d’un enfant par A. Bogquet. Souche blanche, crémeuse, 
qui se développe en voile sur le milieu de Long. 


I. — Influence de 1’age de la culture 
sur la respiration du bacille D 6. 


A. — A£RoBIOSE a 38°: 


- Méthode. —- La technique employée ainsi que les conditions d’obser- 
vation sont rigoureusement les mémes que dans 1’étude correspondante 
sur le bacille de la fléole. 

Résultats. — 1° Les mesures de la respiration effectuées aprés 
l’aérobiose compléte et aux dépens du milieu de Long frais 


donnent les résultats suivants : 
MILLIMETRES CUBES 
de O? par heure 


Aprés 3jours de culture 1 mg. de bacilles secs consomment . . 57 
Aprés 6 jours de culture 1 mg. de bacilles secs consomment . . 46 
Aprés 17 jours de culture 1 mg. de bacilles secsconsomment. . 414 
Aprés 20 jours de culture 1 mg. de bacillessecs consomment.. 4 


(*) Association des Microbiologistes de Langue frangdise, séance du 
5 juillet 1945. 
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La chute rapide de l’intensité respiratoire de la culture devient 
sensible dés le troisiéme jour. 

2° Le méme phénomeéne de baisse des échanges respiratoires 
devient encore plus accentué dans le milieu de Long altéré par 
la culture. 

Pour deux cultures du méme Age la consommation d’oxygéne 
est : 

MILLIMETRES CUBES DE (? 


en milieu 
de Long frais 


Au 6* jour 40 mm?’ en milieu de Long altéré contre. .... 46 
Au 14° jour 25 mm! en milieu de Long altéré contre. .... 34 
Au 17* jour 53 mm? en milieu de Long altéré contre ..... 44 


Fie. 4. — Respiration du bacille Dé en fonction de l’Age de la culture. 


ik Dans le milieu de Long frais. If. Dans le milieu de Long altéré. IIJ. Dans le 
milieu de Long frais aprés l’anaérobiose. 
Abscisse : Jours de culture. 


_La respiration de Ja culture devient presque nulle entre le 
dix-septiéme et le vingtiéme jour. 

La difference de consommation d’oxygéne, selon que le bacille 
est placé dans le milieu de Long frais ou dans le milieu de Long 
altéré, devient sensible aprés trois jours de culture. 


B. — ANAEROBIOSE. 


La culture agée de quatre jours consomme 54 mm® d’oxygéne 
par milligramme des bacilles secs et par heure. 


_Aprés deux jours d’anaérobiose la consommation d’oxygéne 
n'est plus que de 10 mm‘ et quatre jours aprés (soit aprés six jours 
d’anaérobiose) elle est de 3 mm’. 


3 


ak ial, 


METABOLISME RESPIRATOIRE DES BACILLES PARATUBERCULEUX 613 


L’intensité respiratoire d’une culture du bacille D 6 soumise 
4 l’anaérobiose diminue considérablement. Cette chute est extré- 
mement rapide les premiers jours pour devenir plus lente les 
jours suivants. 


II. — Influence de la température. 


Les cultures du bacille D 6, aprés quatre jours d’étuve, sont 
conservées 4 la température du laboratoire (aux environs de 20°). 

La respiration est mesurée dans les mémes conditions que pour 
le bacille de la fléole conservé au laboratoire. 

Les résultats obtenus sont les suivants : 

A 20° les bacilles placés dans le milieu de Long frais 


consomment : 


MILLIMETRES CUBES DE O* 
‘dans le milieu 


de Long usé 
Aut, s*s\our:23.mams-doxyeenercontre®, «vse o isexels lee e 24 
AIM AdeoOur 4 semmm* a oxyrene contre... 2 <-t a yk ele a 42 
AT acy oli Sansa Oxy Pene, CONIEs Tue fi cae oe hae 8 
Aucos: jour44 mim* doxyesene contre. i aot a as - as 5 
Atle 33° jours1 00 mim? dioxyrene Contre: ., ee ee: ase eee 4 


La chute de ]’intensité respiratoire d’une culture du bacille D 6 
en fonction de l’Age est beaucoup plus lente a 20° qu’a 38°. La 
durée de la respiration d’une culture de ce bacille se trouve dans 
ces conditions considérablement prolongée. 


Bacitute B 1. 


Cette souche acido-résistante a été isolée par A. Boquet a partir 
d’un ganglion mésentérique d’un beeuf atteint d’entérite hypertro- 
phiante. Cette souche est crémeuse et pigmentée en jaune sur le 
milieu de Lowenstein. Sur le milieu de Long elle se développe sur- 
tout en voile, mais elle pousse aussi faiblement en profondeur. 


I. — Influence de 1’age de la culture 
sur la respiration du bacille B 1. 


Etant donné la provenance de cette souche ainsi que sa faible 
intensité respiratoire, nous n’avons étudié sa respiration qu’a 
37°-38°. 

A. — AgrosBiosE A 38°. 


1° Respiration des bacilles dans le milieu de Long frais. Les 
bacilles consomment 
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MILLIMETRES CUBES 
d'oxygéne 
par milligramme 
de bacilles secs 
et par heure 


Aprés 4 jours de culture... ..--- +--+ + +242: = $20 
Aprés 5 jours de culture......- .- ie eR eur gies So 23 
Aprés 7 jours de culture. ...--+.-.-+-+-+ += + = 0% aa 
Aprés 10 jours de culture. ....-- ++ +++ +2 se eo 40 
Aprés 45 jours de culture. ....----+++* + 2=« +23 5 
Aprés 20 jours de culture. ....-.-++-++-+-+++-+-+2-s 4 


2° Respiration des bacilles dans le milieu de Long altéré. Les 


bacilles consomment : 


MILLIMETRES CUBES 
d’oxygéne 
par milligramme 
de bacilles secs 
et par heure 


Ain ok? four, do: CUItUre: 5) 225 ta ten otal ee leh ee 2 ieee rete eae 23 
ANT G® JOU, Ge. CULLUTE so. cpr, tenis enn toes eta ie enone ate eae 10 
AurAd* jour de eulture, 2. = cae seule te Memeie = Nees) ert ene 4 
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Fic. 2. — Influence de ]’age de la culture sur 1a respiration 
du bacille B41. 


I. Dans le milieu de Long frais aprés l’aérobiose. lI. Dans le milieu de Long 
frais aprés l’anaérobiose. Ill. Dans le milieu de Long altéré. 
Abscisse : Jours de culture. 


La respiration en milieu de Long usé devient trés voisine du 0 
au dela du dixiéme jour. 


B. — ANAEROBIOSE. 


Les bacilles d’une culture Agée de cing jours, aprés deux jours 
d’anaérobiose, consomment (par milligramme de bacilles secs et 
par heure) 17 mm* d’oxygéne. Par conséquent, les deux premiers 
jours, la respiration de la culture n’est nullement entravée par 
l’anaérobiose. Les trois jours suivants, la respiration subit une 
baisse légérement plus accentuée que la baisse correspondante 
aprés l’aérobiose : la consommation d’oxygéne devient alors 
6 mm‘. 

La respiration devient extrémement faible au dela du neuviéme 
jour de vide. 


Les besoins en oxygéne atmosphérique du bacille B 1 sont 
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nettement moindres que ceux des bacilles précédents : la consom- 
mation d’oxygéne par unité de bacilles en est trés nettement 
inférieure ainsi que la durée des échanges respiratoires de la 
culture. En outre, ce bacille tolére mieux |’anaérobiose. 


BaciLLE pe PELLEGRINI. 


Souche crémeuse donnant un pigment rouge a la température 
du laboratoire. Cette souche a perdu son acido-résistance. 

Le bacille de Pellegrini, tout en gardant son caractére propre, 
se rapproche du bacille B 1 par certains aspects de son métabo- 
lisme respiratoire. — 

Le point culminant de ses échanges respiratoires aprés |’aéro- 
biose a 38° (20 mm* de O, par milligramme de bacilles secs et 
par heure, aprés trois jours de culture) ainsi que la durée de 
la respiration de sa culture (sept jours environ) sont trés nette- 
ment inférieurs 4 ceux du bacille de la fléole ou du bacille D 6 
et assez voisins de ceux du bacille B 1. 


Baciixe C. 


Le bacille acido-résistant C a été isolé par A. Boquet a partir 
d’un cobaye inoculé avec le liquide céphalo-rachidien d’un enfant 
présentant un syndrome nerveux. D’aprés P. Boquet qui a étudié 
les propriétés biologiques du bacille C (1), ce bacille différe nette- 
ment des bacilles paratuberculeux communs. Notamment il confére 
au cobaye une allergie trés accentuée et il produit sur le milieu de 
Sauton une tuberculine dont l’activité n’est inférieure que de 
moitié a celle de la tuberculine de Koch. 

La souche C donne une culture crémeuse et blanche. Elle se 
développe en voile sur le milieu de Long et trouble le milieu trés 
légérement. 

Etant donné la provenance du bacille C ainsi que |’absence de 
toute culture de ce germe 4 la température du laboratoire, toutes 
nos expériences ont été conduites 4 37°-38°. 

La technique employée a été dans tous les cas identique a celle 
employée pour les bacilles précédents. 


I. — Respiration d’une culture du bacille C en fonction de 1’age. 
A. — A®&rosiose. 


1° Respiration des bacilles dans le milieu de Long frais. 


(1) C. R. Soc. Biol., 117, 659 et 662. 
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MILLIMETRES CUBES 
de O0* 
par milligramme 
de bacilles secs 
et par heure 
Au 8° jour de culture la consommation d’oxygéne est. de. 2 4a 
Au (1° jour de culture la consommation doxygéene est de. = 43 
Au 44° jour de culture la consommation d’oxygene est de. vi -o, 4 
Au 45° jour de culture la consommation d'oxygéne est de ==. 
Au 20° jour de culture la consommation d’oxygéne est de 
Au 24° jour de culture la consommation d’oxygéne est de . . 
Au 32* jour de culture la consommation d’oxygéne est de . . 


Ww -1 00 © 


Le fait principal qui se dégage de cette expérience est la chute 
relativement lente de l’intensité respiratoire des bacilles C en 
fonction du vieillissement de la culture. Ce fait s’explique aisé- 
ment par une mortalité plus faible de ces bacilles a 38°. 

2° La respiration du bacille C dans le milieu de Long altéré 
suit d’assez prés la respiration dans le milieu de Long frais. 


Fic. 3. Les échanges respiratoires du bacille C. 


Aérobiose : I. Respiration aux dépens du milieu de Long frais. I. Respiration 
aux dépens du milieu de Long altéré. III. Anaérobiose dans le milieu de 
Long frais. 

Abscisse : Jours de culture. 


La consommation d’oxygéne est alors : 


MILLIMETRES CUBES 
de O% 
par milligramme 
de bacilles secs 
et par heure 


Au 8*sjour de cultures. 2 can, soe ene ooh) ee 46 
Aucdlsjour-descultures. = <25 «60s. te ee 40 
AusS:qoursde: cultiros,.f 5) iyemet ee) erate ee) ee ae ee | 
Ar 20ss}OUNT desGULture, co erin. cry temo ol on cue aR ee RE 6 
Au 25% Jour derculture toisenc a> we aioe tee cs hace 5 
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Ce prolongement de la respiration que l’on note pour la cul- 
ture du bacille C est lié & une altération relativement lente du 
milieu. 

Aprés trente-deux jours de culture a 38°, le bacille C continue 
a assimiler le milieu de Long altéré et consomme encore aux 
dépens de ce milieu 1,8 mm* d’oxygéne par milligramme de 
bacilles secs et par heure; tandis que les cultures des autres 
bacilles paratuberculeux étudiées dans les mémes conditions ne 
dépassaient pas vingt jours. 


a a I 
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Conclusion. — L’allongement de la durée de la respiration 
d’une culture de bacille C conservée 4 37°-38° souligne ]’influence 
favorable et prolongée qu’exerce sur la vitalité de ces bacilles 
la température de l’animal a sang chaud. 

Or, nous avons constaté pour le bacille de la fléole et le 
bacille D 6 que la température A 37°-38° favorise la vitalité d’une 
culture de ces bacilles jusqu’aé un certain point, voisin du « maxi- 
mum » de croissance. Mais cette limite une fois dépassée, cette 
méme température de 38° devient défavorable et se trouve alors 
étre la cause, directe ou indirecte, d’une mortalité bacillaire 
importante. Le prolongement trés sensible de J’influence favo- 
rable de la température de 38° sur la culture du bacille C 
marque, par conséquent, une nette différence entre ce bacille et 
les bacilles paratuberculeux déja étudiés. 

La mortalité du bacille C suit d’assez prés Valtération du 
milieu. La différence trés faible qui existe entre les quantités 
d’oxygéne consommées par le bacille placé, soit dans le milieu 
de Long frais, soit dans le milieu de Long altéré, est liée égale- 
ment a une trés faible résistance de ce bacille au jedne. - 


B. — ANAEROBIOSE. 


Les résultats obtenus sont les suivants : 

Aprés deux jours d’anaérobiose, la culture 4gée de sept jours 
consomme 6 mm* d’oxygéne par milligramme de bacilles secs, 
par heure et aux dépens du milieu de Long frais. , 

Aprés six jours d’anaérobiose, cette consommation devient 
voisine de 1 mm‘*. 

On note donc une baisse rapide de |’intensité respiratoire d’une 
culture du bacille C. Le manque d’oxygéne libre est, par suite, 
un facteur important de mortalité pour les bacilles C se trouvant 
en culture. 


II. — Influence du jetine. 


Méthode. — Une culture de bacille C, agée de sept jours, est placée 
en voile dans le milieu de famine. On mesure ensuite la respiration 
des bacilles dans le milieu de famine et aux dépens du milieu de 
Long frais. 

Résultats. — Aprés trois jours de jetine, les bacilles, mis dans 
le milieu de Long frais, consomment 4,3 mm?’ d’oxygéne par 
milligramme de bacilles secs et par heure; la respiration des 
mémes bacilles en milieu non nutritif est voisine de 0. 

Aprés six jours de jetne, les bacilles placés dans le milieu de 
Long frais consomment 0,5 mm* d’oxygéne. La respiration 
est presque nulle. 
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Conclusion. — L’influence du jetne, comme celle de |’anaéro- 
biose, provoque une baisse rapide de la respiration. Une certaine 
similitude entre la baisse de l’intensité respiratoire provoquée 
par le jetine et la baisse provoquée par l’anaérobiose nous conduit 
4 la conclusion suivante : pour les bacilles C, le manque d’oxy- 
gene libre empéche indiscutablement assimilation nutritive — 
Panaérobiose réalise ainsi des conditions trés proches de celles 
du jetne. ) 

La mortalité des bacilles C en fonction du jetine est considé- 
rable : elle est environ de l’ordre de 70 p. 100 en trois jours de 
jedne et devient presque totale en une semaine. Cependant, la 
mortalité trés importante n’exclut pas la survie de rares bacilles. 

Cette intense mortalité provoquée par le jedne confirme non 
seulement nos conclusions concernant |’influence du jedne sur le 
bacille de la fléole mais aussi notre interprétation de la baisse de 
Vintensité respiratoire des bacilles C en fonction de l’altération 
du milieu. 


Discussion. 


Revenons maintenant a l’appréciation de la technique qui consiste 
a faire jetner les bacilles acido-résistants avant d étudier |’influence 
dun autre milieu sur leur respiration. 

Leebel, Richardson et Schorr (2) ont cultivé des bacilles tuber- 
culeux aprés un jetne de durée variable, pour justifier la 
méthode du jetine préliminaire dans l'étude du métabolisme 
respiratoire. Or, aprés un séjour de plusieurs jours sur le milieu 
de famine, leurs ensemencements restaient repiquables. 

Cependant, ce fait ne semble pas suffisant pour justifier ]|’em- 
ploi de cette technique. 

En effet, la survie de rares bacilles gardant leur capacité de 
prolifération méme aprés un jetne d’une certaine durée n’exclut 
nullement une énorme mortalité bacillaire due 4 ce méme jedine, 
ni les graves inconvénients techniques qui en découlent. 

Cependant la critique de la méthode ne supprime pas J’exis- 

tence du probléme. O’est ainsi que les parcelles nutritives 
entrainées par les bacilles acido-résistants permettent aux bacilles 
survivants de respirer dans le milieu de famine aux dépens méme 
de ces parcelles pendant quelques jours alors que le pneumo- 
coque voit sa respiration en moins d’une heure de jetne tomber 
a 0 en milieu de famine. 
_Leebel, Richardson et Schorr pensent que les parcelles nutri- 
tives emportées par les bacilles acido-résistants sont plus impor- 
tantes que celles emportées par le pnheumocoque et sont, par 
conséquent, de véritables réserves nutritives. 


(2) J. Bact., 1933, 26, 167-200. 
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Nous pensons que cette différence réside plutot dans la vitesse 
de la consommation : les bacilles acido-résistants consomment ces 
parcelles nutritives moins rapidement que le pneumocoque. 

Dans tous les cas le probléme garde toute son importance. 


Résumé et conclusions. 


Les échanges respiratoires d’une culture baissent en fonction 
de l’age de Ja culture et d’une facon plus prononcée dans. le 
milieu altéré par les bacilles que dans le milieu neuf. 

Toutes les phases de croissance d’une culture de bacilles para- 
tuberculeux et méme les phases 4 mortalité nulle sont par consé- 
quent accompagnées d’une baisse de plus en plus prononcée 
de la respiration par unité de bacilles et en milieu altéré. Cette. 
baisse est conditionnée d’abord par l’altération progressive du 
milieu, ensuite, 4 la fois, par ]’altération du milieu et la morta- 
lité bacillaire. 

Par contre, ]’intensité respiratoire en fonction de ]’age de la 
culture et aux dépens d’un milieu neuf présente une chute qui, 
comme nous |]’avons démontré, est essentiellement conditionnée 
par la mortalité bacillaire. Cette constatation nous donne un 
moyen d’appréciation de la mortalité bacillaire. Au cours de nos 
expériences, ce moyen nous a souvent fourni des approximations 
du méme ordre que celles données par la méthode des ensemen- 
cements (a condition toutefois de ramener les résultats au poids 
de bacilles secs et de ne pas négliger les ensemencements dans 
certains cas). 

La différence entre la baisse de ]’intensité respiratoire provo- 
quée par l’Age de la culture selon que les bacilles sont placés 
dans un milieu nutritif neuf ou altéré est d’autant plus prononcée 
que la résistance des bacilles au jetne est plus grande. 

L’intensité respiratoire -subit, du fait du jedne, une chute en 
partie non récupérable et due 4 la mortalité bacillaire plus ou 
moins importante causée par le jedne méme. Cette constatation 
diminue, par conséquent, la valeur de la technique du _ jetne 
préalable appliquée a l’étude de l’influence de nourriture sur le 
métabolisme respiratoire des bacilles acido-résistants. Nous 
pensons qu’il est préférable de prendre pour base dans ce cas, 
chague fois que ce sera possible, Je milieu nutritif habituel du 
bacille et de le priver pendant un certain temps de l|’élément ou du 
groupe d’éléments dont on veut étudier |’influence, en d’autres 
termes un jetine partiel en fonction de la durée plutdt qu’un jetine 
préliminaire et total de durée indéterminée. 

De plus, l’étude du jetine associée a |]’étude de |’anaérobiose 
nous permet de mettre en évidence un certain degré d’aérobiose 


des bacilles. 
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Enfin, en dehors de ces considérations, |’étude de V influence 
du jetine, partiel ou total, sur Ja mortalité bacillaire présente un 
grand intérét en soi. Cette étude est en effet indispensable a la 
connaissance du probléme de Ja mortalité des bacilles tuberculeux 
lorsqu’ils sont en contact avec les calcifications ou le tissu fibreux 
d’un organisme. 

Nous venons de démontrer ]’énorme influence léthale que le 
jedne, le manque d'oxygéne libre, l’age de la culture, exercent 
sur les bacilles paratuberculeux. Or les phénoménes de stabi- 
lisation et de stérilisation des lésions tuberculeuses paraissent 
étre également sous l’influence de ces mémes facteurs. 


* 
» * 


Tout en obéissant aux régles générales énoncées plus haut, 
chaque bacille paratuberculeux les suit différemment. Cependant, 
la spécificité individuelle des bacilles paratuberculeux, que nous 
avons mise en évidence dans cette étude, n’exclut pas une certaine 
spécificité de groupe. Pour les bacilles paratuberculeux qui ont 
une certaine ressemblance dans leurs propriétés physiologiques, 
on trouve une confirmation de ce fait dans le rapprochement de 
certains aspects de leur respiration. 

Ainsi, il est facile de constater d’aprés les courbes de leur 

respiration et malgré leur spécificité individuelle une évident; 
analogie, par exemple, entre le bacille de la fléole et le bacille D 6 
ou encore entre le bacille B 1 et le bacille de Pellegrini, déter- 
minant ainsi plusieurs groupes. 
_ Cette spécificité parait apporter les éléments nécessaires non 
seulement pour une classification des bacilles paratuberculeux 
mais aussi pour une classification générale des bacilles acido- 
résistants, car certains indices que nous espérons pouvoir confir- 
mer prochainement nous permettent de penser qu’elle s’étend 
également aux bacilles tuberculeux. 


pe, be: & = 


SUR LE POTASSIUM DE L’EAU DE PLUIE 


par M. Gasrret BERTRAND. 


Plusieurs savants se sont préoccupés, pour des raisons diverses, 
de la possibilité d’existence du potassium dans |]’eau de pluie. 

En 1824, Zimmermann, professeur de Chimie a Giessen, qui a 
signalé la présence dans ]’eau de pluie d’une substance organique, 
la pyrrhine, donnant avec l'azotate d’argent, aprés quelques 
heures, une coloration rouge vineux, croyait y avoir trouvé égale- 
ment du manganése, du fer, de l’acide carbonique, de la chaux, du 
chlorure de potassium et point de chlorure de sodium (1). 

Liebig, lui succédant comme professeur a Giessen, reprit cette 
étude. Son but était de démontrer que le chlorure de potassium, 
le fer et le manganése n’existent pas dans l’eau de pluie. En deux 
ans, il analysa 77 résidus d’évaporation d’autant de différentes eaux 
de pluie, recueillies dans des vases de porcelaine et évaporées a 
une douce chaleur. « Ils contenaient tous, suivant lui, du muriate 
de sodium et pas une trace de potasse; le fer et le manganése man- 
quaient également si les eaux étaient préalablement filtrées. » (2). 

Un quart de siécle plus tard, Isidore Pierre, professeur de chimie 
a la Faculté des Sciences de Caen, rassembla, durant une série 
presque continuelle de pluies du 12 au 29 mars 1851, une certaine 
quantité d’eau pouvant provenir, d’aprés Ja direction des vents, 
d’une distance moyenne de la mer de 30 4 40 kilométres ; son 
intention était de doser le sel qu’il pensait devoir étre contenu 
dans cette eau. 

Par évaporation de 5 litres dans une capsule de porcelaine, 
Isidore Pierre obtint 123 mg. de résidu. En déterminant les prin- 
cipaux éléments de celui-ci, i] arriva aux résultats suivants : 


Chlorure de sodium. ..... 22703 soullate. de SOdIMIM '. 3 iene. ene 4,94 
Chlorure de potassium... . 4,80 Sulfate de potassium...... 4,68 
Chlorure de magnésium. ... 1,46 Sulfate de magnésium.... . see 
Chlorure de calcium... . 41,40 Sulfate de calcium. ...... 3,66 


en plus de beaucoup de carbonate de calcium qui se trouvait dans 
l'eau a J’état de bicarbonate soluble, de matiéres organiques 
diverses et de substances dont la nature n’a pas été déterminée (38). 


(1) Kastner’s Archiv, fiir die gesammte Naturlehre, 1824, 4, 257. 
(2) Ann. Chim. Phys., 1827, 35, 2° série, 329-333. 
(3) Ann. agr., 1851, 1, 466-476. 
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Une telle discordance entre les résultats de Liebig et ceux d’Isi- 
dore Pierre ne semble pas avoir frappé Barral qui s’est livré, un 
peu plus tard, a une étude cependant minutieuse de la composition 
chimique de l’eau de pluie récoltée a |’Observatoire de Paris. 
Barral a concentré principalement son attention, il est vrai, sur 
l’acide nitrique et sur l’ammoniac contenus dans l’eau, mais il a 
recherché et dosé également d’autres substances, comme le chlore 
et le calcium. Quant a « la recherche de la potasse, fit-i] observer, 
dont l’existence dans les eaux de pluie a été indiquée par les uns, 
mais aussi a été contestée par les autres, elle ne nous a pas paru 
pouvoir étre entreprise par nos procédés analytiques. Le verre des 
vases récipients et des cornues de distillation céde une quantité 
de cet alcali tout a fait comparable a celle que l’on retrouve par 
l’analyse. Dans de pareilles conditions, alors que nous ne pouvions 
monter des appareils complétement en platine ou en un autre métal 
suffisamment inattaquable, nous n’avons pas cru devoir consacrer 
a une recherche qui a toujours laissé des doutes une portion de 
la petite quantité de matiére que nous pouvions soumettre a nos 
opérations analytiques » (4). 

Dans ma derniére publication sur le magnésium de J’eau de 
pluie (5), je suis arrivé 4 reconnaitre que si une petite proportion 


(4) C. R. Ac. Sc., 1852, 34, 283 et « Mémoires présentés par divers 
savants A 1’Académie des Sciences », 1854, 42, 265-339. Dans cette der- 
niére publication, l’auleur donne une longue analyse d’un travail de 
Branpges, publié en 1826 (Jahrbuch der Chemie und Physik vom 
Schweigger, 1826, 18, 153-183) sur les substances organiques et minérales 
contenues dans les eaux météoriques de Salzufen, substances parmi 
lesquelles se trouverait du « carbonate de potasse ». Quand on se reporte 
au mémoire original, on voit qu’il s’agit dans la liste des substances 
considérées par BranpEs, non du carbonate, mais du chlorure de potas- 
sium. On remarque, en outre, que la méthode employée par cet hydro- 
logiste pour reconnaitre la présence du potassium était complétement 
insuffisante : elle consistait, en effet, 4 verser V gouttes d’une solution 
de chlorure de platine dans une demi-once, soit environ 15 g. de l’eau 
de pluie filtrée. Etant donnée la solubilité du chloroplatinate de potas- 
sium dans l’eau, il aurait fallu qu’il y eut, & la température de 15° par 
exemple, une quantité de chlorure de potassium supérieure A 3,5 g. 
par litre pour avoir un précipité; or, l’eau de pluie examinée 
renfermait au plus de 1 a 2 dg. de sels totaux par litre en dissolution. 
Branpes n’a d’ailleurs observé, en opérant sur une centaine environ 
d’échantillons d’eau recueillis au cours d’une année, une réaction avec le 
chlorure de platine que dans quelques cas et, au lieu d’obtenir un 
précipité cristallin jaune de chloroplatinate de potassium, il n’a remar- 
qué que l’apparition de « flocons laineux blanc de neige » attribuables, 
comme il le signale lui-rméme, non au potassium, mais au mucus et A 
la pyrrhine. 


(5) C. R. Ac. Sc., 1944, 249, 14 et, avec plus de détails, ces Annales, 
1946, 72, 126 
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de ce métal était due a des poussiéres d’origine terrestre, notam- 
ment de roches calcaires, la plus grande partie ne pouvait provenir 
que d’une source dans laquelle le rapport du magnésium au 
calcium est beaucoup plus élevé que dans la craie blanche et les 
autres roches calcaires. Et j’ai fait observer, en terminant, que 
l'apport de fines particules d’eau de mer satisferait trés bien cette 
condition. Si je ne suis pas allé jusqu’aA admettre qu’il s’agissait 
réellement d’eau de mer, c’est a cause de |’affirmation si catégo- 
rique de Liebig quant 4 l’absence du potassium dans l’eau de 
pluie. La composition chimique de ]’eau de mer est, comme on sait, 
d’une certaine et remarquable constance : le poids total des sels 
dissous varie un peu suivant l’endroit ot l’eau est prélevée, mais 
les mémes sels s’y rencontrent toujours et dans les mémes rapports 
entre eux. C’est ainsi qu’on y trouve constamment et a trés peu prés 
environ 30 parties de potassium pour 100 parties de magnésium. 
Il n’était done pas possible de conclure a la présence d’eau de 
mer dans une eau météorique avant de s’étre assuré si le potassium 
accompagnait ou non le magnésium dans cette derniére. Aussi ai- 
je repris 4 mon tour |’étude de la question controversée du potas- 
sium dans |’eau de pluie. 

La quantité du magnésium contenu dans l’eau de pluie n’est 
pas constante ; elle varie assez fortement d’un moment a |’autre de 
Vannée et méme d’une année a J’autre. D’aprés mes expériences, 
portant sur deux années entiéres, en 1985-1936 et 1940-1941 (6), 
les quantités de magnésium contenues dans |’éprouvette qui servait 
aux récoltes ont varié d’un trimestre a l’autre de 0,4 mg. a 2,4 mg. 
et représentent une moyenne de 0,6 mg. de magnésium par litre 
d’eau tombée dans la région parisienne. Méme en supposant que 
tout ce métal soit d’origine océanique, comme le rapport du potas- 
sium au magnésium dans l’eau de mer est, ainsi qu’il est rappelé 
plus haut, trés voisin de 3 4 10, on ne peut donc s’attendre a trouver 
que 0,2 mg. environ du métal alcalin par litre. Comme cette faible 
quantité est, d’autre part, noyée dans un millier de fois son poids 
d’un mélange salin complexe, on comprend que la recherche et 
le dosage du potassium dans les eaux météoriques représentent 
des opérations plutét difficiles. On entrevoit, en méme temps, les 
conditions dans lesquelles il faut se placer pour les entreprendre 
avec quelque chance de succés. 


* 
eee 


J’ai réalisé deux séries de déterminations analytiques, utilisant 
dans J’une un échantillon d’eau récolté sur la terrasse de 1’ Institut 
Pasteur au milieu du deuxiéme semestre de ]’année 1942, et dans 


(6) C. R. Acad. Sci., 1943, 246, 701, et, avec plus de détails, ces Annales, 
1944, 70, 234. 
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l'autre l’eau récoltée au méme endroit et a la méme époque, l'année 
suivante. Cette période de ]’année a été mise a profit parce que 
la pluviosité ayant été abondante et la température plutot tempérée 
il a été possible de recueillir des quantités d’eau relativement 
importantes en un temps court, c’est-a-dire avec un développement 
de microorganismes et une attaque du verre des récipients négli- 
geables. 

L’eau était rassemblée par |’intermédiaire d’un entonnoir de 
verre de 35 cm. de diamétre, dans des flacons de verre de 7 a 
8 litres de capacité, dont la résistance a ]’action dissolvante de 
l’eau avait été éprouvée. Une rondelle de porcelaine perforée, placée 
horizontalement au fond de ]’entonnoir, s’opposait a l’entrée pos- 
sible des insectes, comme cela avait été une fois observé (7). En 
outre, le flacon en service était placé dans une caisse qui le proté- 
geait contre le rayonnement direct du soleil. 


EXAMEN DU PREMIER ECHANTILLON D’EAU. 


La quantité d’eau recueillie en deux flacons, successivement 
exposés sur la terrasse, était de 15.248 g. Cette eau a été filtrée a 
la trompe a travers deux rondelles superposées de papier Berzé- 
lius, puis réduite, par distillation dans le vide, dans un ballon en 
verre Pyrex, a environ un demi-litre. Le liquide, d’apparence lim- 
pide, a été néanmoins passé a travers un petit filtre sans pli en 
papier Berzélius et recu dans une fiole jaugée d’un litre, ce volume 
étant complété avec les eaux de lavage du flacon et du ballon dis- 
tillatoire. 


DeEp6r. 


Comme dans toutes les opérations de ce genre, l'eau recueillie 
était accompagnée d’un petit dépdt. En s’aidant d’un agitateur 
spécial et de l’eau de Javage du flacon (environ 200 c. c., repassés 
a plusieurs reprises), on a réussi 4 détacher ce dépdt et a l’en- 
trainer entiérement sur la double rondelle de ]’entonnoir en por- 
celaine de Buchner, servant a la premiére filtration. 

On a trouvé aprés dessiccation a lair libre, un excédent de poids 
de la rondelle supérieure sur celui de l’inférieure de 0, 642 g. 
Aprés incinération au rouge sombre, il est resté 0,2873 g. de 
cendres, de coloration rougeatre, qui ont été mises a part, et l’oa 
est passé a l’analyse de |’eau concentrée a un litre. 


LIQUIDE FILTRE. 


Pour faciliter les dosages et parer aux accidents possibles, on 
a opéré sur des parties aliquotes de 200 et de 400 c. c. du liquide 


(7) Loc. cit. en (6) 


aie ane ae 
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filtré et amené, comme i] a été mentionné plus haut, au volume 
d'un litre. Trois portions aliquotes : a, b et c ont servi aux dosages. 


Portion a. — Extrait total. — On a évaporé 200 c. c. dans une 
capsule de platine au bain-marie, puis a ]’étuve électrique. On a 
obtenu, a 100-105°, 0,054 g. de résidu, soit 0,270 g. pour la totalité 
de l’eau filtrée. 

Cendres. — Par chauffage au four & moufle électrique, au rouge 
naissant. Trouvé : 0,0337 g., soit 0,1685 g. pour la totalité de |’eau. 

Insoluble dans l’acide azotique. — On a versé sur les cendres 
environ 3 c. c. d’eau et VI gouttes d’acide nitrique. Aprés avoir 
bien remué avec un agitateur, on a filtré et lavé a fond. Le filtre 
a été placé dans la capsule. Dessiccation et incinération. I] est resté 
0,0021 g. de poudre siliceuse, légére, correspondant a 0,0105 g. 
pour la totalité de l’eau filtrée. Cette poudre laissait une trace de 
couleur ardoisée quand on la frottait entre les doigts. 

Chlore. — Le liquide provenant du traitement acide des cendres 
a été recu dans un petit gobelet de verre. Il y en avait 25 g. ; on 
a obtenu, par le nitrate d’argent, 0,0063 g. de chlorure du méme 
métal, correspondant 4 0,0078 g. de chlore pour la totalité de l’eau 
analysée. 

Soufre sulfatique. — Des eaux-méres du chlorure d’argent, on 
a éliminé l’argent en excés par CIH, filtré et précipité le liquide 
(80 c. c.) par Cl?Ba. Le sulfate barytique obtenu pesait 0,0368 g., 
correspondant a 0,0253 g. de soufre sulfatique pour la totalité de 
leau. 


Portion b. — Potassium. — Une deuxiéme portion de 200 c. c. 
de la fiole jaugée a d’abord été traitée comme la précédente, mais, 
aprés la séparation du sulfate de baryum, le liquide résultant a été 
joint 4 celui, parvenu au méme point de l’analyse, de la portion a, 
pour doser le potassium. 

Pour cela, le mélange des deux liquides a été évaporé a sec dans 
une capsule de platine. On a redissous le résidu dans une dizaine 
de centimétres cubes d’eau, ajouté un peu d’amoniaque et un 
gramme de bicarbonate d’ammoniac en vue de précipiter ]’excés 
de baryum, le calcium et le magnésium. Aprés avoir un peu 
chauffé, filtré et lavé, ona eu 40 g. de solution contenant les métaux 
alcalins a l’état de chlorures. Alors, évaporation a sec, chauffage 
au four pour éliminer les sels ammoniacaux, reprise par un peu 
d’eau, filtration et, de nouveau, évaporation a sec. I] est resté 
0,0135 g. de mélange formé presque entiérement de CIK et de ClNa. 
Pour y doser Je potassium, on le redissout dans quelques gouttes 
d’eau additionnées d’une goutte d’acide chlorhydrique au dixiéme 
et l’on ajoute du chlorure de platine (0,4 c. c. d’une solution a 
10 p. 100), quantité plus que suffisante pour transformer la totalité 
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des chlorures alcalins en chloroplatinates ; celui de potassium 
cristallise ajussitot. On évapore doucement au bain-marie, en 
remuant avec un petit agitateur, jusqu’a consistance de pate ; on 
laisse refroidir et ajoute 1 c. c. d’alcoo] a 95° ; on attend un quart 
d’heure, en remuant a deux ou trois reprises, et l’on sépare le 
liquide du précipité en recueillant le liquide qui s’écoule dans une 
capsule de verre. On procéde ensuite au lavage avec de l’alcool 
405°. 

Afin de ne pas employer trop d’alcool, dans lequel le chloropla- 
tinate de potassium est un peu soluble, lorsque le filtre est com- 
plétement égoutté, on place sous |’entonnoir la capsule dans 
laquelle se trouve presque tout le précipité et on arrose le filtre 
avec 1 a 2c. c. au plus d’alcool, en versant celui-ci goutte a goutte 
sur la tranche avec la pipette. On délaye le précipité dans |’alcool 
de lavage et on décante sur le filtre en recevant ce liquide dans celui 
qui provient de Ja précipitation. On répéte ces opérations plusieurs 
fois jusqu’a ce que l’alcool s’écoule incolore et que le filtre soit 
lui-méme complétement décoloré. 

On dissout alors le chloroplatinate qui a été entrainé sur le filtre 
avec un peu d’eau bouillante ; on recueille la solution dans la cap- 
sule qui renferme la portion principale du précipité, on évapore 
a sec a ]’étuve 4 100-105° et l’on pése. 

Mais le dosage n’est pas terminé. On doit évaporer la solution 
platinique soit a froid dans le vide sur de l’acide sulfurique, soit, 
a la rigueur, en chauffant doucement au bain-marie. Lorsque sa 
consistance est devenue sirupeuse, on ajoute 0,5 a 1 c. c. d’alcool 
4 95° et l’on obtient ainsi une petite quantité de chloroplatinate de 
potassium que l’on recueille aprés quelques heures et pése comme 
la précédente. 

C’est ainsi que dans |l’analyse ci-dessus, effectuée sur les deux 
portions aliquotes réunies a et b, de 200 c. c. chacune, un poids 
de 0,0090 g. de chloroplatinate a été rassemblé, ce qui correspond 
a 0,0036 g. de potassium pour la totalité de l’échantillon d’eau. 

Un peu a titre de contréle, on a traité une troisiéme portion 
aliquote, de 400 c. ¢., en utilisant une méthode un peu différente 
pour amener les métaux alcalins a |’état de chlorures avant d’y 
précipiter le potassium. Cette modification a permis, en outre, de 
doser le calcium et le magnésium. 


Portion c. — Extnait total. — 0,1078 g. pour la portion ali- 
quote analysée, soit 0,2695 g. pour la totalité de ]’échantillon d’eau. 

Cendres. — 0,0671 g. pour la portion aliquote, soit 0,1678 g. 
pour la totalité de l’eau. a 

Silice. — Les cendres ont été arrosées avec environ 2 c. c. de 
C1H au lieu d’acide nitrique qu’il avait fallu employer dans l’ana- 
lyse de la portion a a cause du dosage du chlore. Aprés évapora- 
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tion et reprise par CIH dilué, le résidu siliceux obtenu, trés léger 
et tout a fait blanc, pesait 0,0061 g., soit 0,0153 g. pour la totalité 
de l’eau (voir plus loin, au dosage du magnésium). 

Calcium. — \Le liquide filtré du dosage précédent, du volume 
de 25 ¢. c. environ, a été sursaturé par l’ammoniaque, puis réaci- 
difié par l’acide acétique, en présence d’hélianthine. Comme il n’est 
apparu, mémeé aprés plusieurs heures, aucun flocon alumino-fer- 
rique, on a précipité le calcium a chaud par l’oxalate d'ammo- 
miaque. Aprés transformation en sulfate anhydre pour la pesée, 
on a obtenu 0,0593 g., correspondant a 0,0486 g. de calcium pour 
la totalité de l'eau. 

Magnéstum. — Aprés évaporation a sec de l’eau-mére de |’ oxa- 
late calcique, passage au four de la capsule de platine et reprise 
du résidu par 2 c. c. de C1H au 1/10. Filtration, lavage, puis 
incinération du filtre dans la capsule et pesée d’un peu de silice : 
0,0007 g., dont le poids est 4 ajouter 4 celui obtenu plus haut, 
ce qui fait 0,0068 g. ou, pour la totalite de l’eau, 0,0154 g. 

La solution acide, débarrassée de la silice, a été concentrée A 
4 c. c. pour le dosage du magnésium, selon la technique donnée 
antérieurement (8). Pyrophosphate pesé : 0,0130 g., équivalant a 
0,00287 g. pour la totalité de l’eau. 

Potassium. — Le liquide séparé du phosphate ammoniaco-ma- 
gnésien est évaporé a sec au bain-marie dans une capsule de platine 
qui est ensuite passée au four, en chauffant juste pour chasser le 
chlorhydrate d’ammoniac. On dissout le résidu dans quelques cen- 
timétres cubes d’eau, on ajoute un léger excés d’acétate neutre 
de plomb, on filtre et on précipite le plomb en excés par le carbo- 
nate d’ammoniac. On filtre, on évapore a sec et chauffe avec pré- 
caution le résidu : la masse jaunit, devient brune, puis noire. On 
]’épuise par ]’eau et, dans la solution faiblement acidulée par ClH, 
on dose le potassium comme il a été décrit plus haut. Poids du 
chloroplatinate : 0,0093 g. correspondant 4 0,00374 g. de potassium 
pour la totalité de l’échantillon d’eau de pluie. 


EXAMEN DU DEUXIEME ECHANTILLON D EAU. 


Cet échantillon a été recueilli dans les mémes circonstances que 
le premier, mais avec trois grands flacons. On a réuni ainsi 
17.599 g. d’eau. Apres filtration au papier Berzélius et concentra- 
tion a environ un quart de litre par distillation dans le vide, on a 
évaporé a sec le liquide concentré dans une capsule de platine 
chauffée électriquement. I] est resté 0,604 g. d’extrait total. Tout 
cet extrait a été utilisé en une fois pour le dosage du potassium. 

On I’a traité a trois reprises par 10 c. c. d’eau froide, quantité 


(8) Ces Annales, 1943, 69, 294-302 et Erratum, ibid., 1944, 70, 234 au 
renvoi (2). 
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insuffisante pour le dissoudre. Par addition d’un égal volume 
d’alcool a 95°, il s’est précipité de fines aiguilles de sulfate de 
calcium, tandis que les sels alcalins sont restés en solution. L’éva- 
poration de la liqueur hyroalcoolique dans une capsule de platine 
a laissé 0,240 g. de ces sels. On a recommencé le méme triple trai- 
tement de l’extrait contenu dans la capsule, ce qui a fourni encore 
0,0117 g. de sels. Tenant compte du fait que le sulfate de calcium 
est un peu soluble dans le mélange a parties égales d’eau et 
d’alcool, on a considéré que |’épuisement de ]’extrait était cette fois 
pratiquement terminé. 

On a incinéré les deux résidus salins réunis au rouge naissant, 
ce qui a réduit leur poids a 0,098 g. En reprenant par |’eau et 
filtrant, il est resté sur le filtre 0,0067 g. de cendres ocracées et 
l’on a retrouvé par évaporation et passage au rouge naissant 
0,0943 g. de mélange salin tout a fait blanc. 

Pour éliminer de ce mélange ce qu’il contenait encore de calcium, 
ainsi que de magnésium, éliminer aussi l’acide sulfurique combiné 
aux métaux alcalins et amener ceux-ci a ]’état de chlorures, on l’a 
additionné de 1 c. c. d’eau qui a presque tout redissous, ne laissant 
qu’un peu de fines aiguilles. En rajoutant encore un peu d’eau, 
0,5 c. c., ces aiguilles ont a peine diminué ; elles étaient manifeste- 
ment formées de sulfate de calcium. Sans diluer davantage, on a 
ajouté goutte a goutte 0,25 c. c. de solution de phosphate mono- 
ammonique a 10 p. 100, puis 4 c. c. d’ammoniaque. I] s’est fait 
un précipité grenu assez abondant, légérement coloré en jaune 
roussatre. Aprés filtration et lavage, en plusieurs fois, avec un 
- mélange de 5 c. c. d’eau et de 10 c. c. d’ammoniaque, Je liquide 
recu dans une capsule de platine, a été évaporé a sec dans une 
étuve électrique pour chasser ]’ammoniaque. On a repris le résidu 
par un peu d’eau et précipité par une solution saturée de chlorure 
de plomb. Alors refroidissement a4 la glaciére, filtration et lavage 
i eau refroidie. Puis passage 4 hydrogéne sulfuré et filtration. 
Avec les eaux de lavage, il y a 55 g. de solution. On évapore a sec, 
puis on chasse les sels ammoniacaux en élevant la température 
presque au rouge naissant. Le mélange des chlorures alcalins ainsi 
obtenu pése 0,0490 g. 

Par le chlorure de platine, on précipite de ce mélange 0,0466, 
puis 0,0018 g. de chloroplatine de potassium, poids total équivalant 
a 0,0078 g. de potassium pour |’échantillon d’eau. 


* 
* * 


Il reste 4 établir que le potassium dosé dans Jes analyses ci- 
dessus décrites ne provient pas — ou seulement dans une mesure 
trop faible pour entacher le résultat général — soit des réactifs, 
soit du traitement auquel ]’eau a été soumise. 


ns “a 
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Les réactifs avaient été préparés et contrdlés au laboratoire. 
L’eau qui a servi a la dissolution et aux divers lavages était de 
eau redistillée dans un appareil en verre « Pyrex », ot le vide 
était produit avec une bonne trompe A eau. 

Estimant a environ un demi-litre Je volume d’eau employé a la 
fois pour le lavage des grands flacons lors de la séparation de 
Peau et du dépdt et pour ceux nécessités par les dosages, il a été 
fait une expérience a blanc sur 500 c. c. d’eau pure additionnée 
de 0,010 g. de Cl?Ca et de 0,050 g. de SO*Mg7H?0. On a con- 
centré a sec dans une capsule de platine et traité le résidu d’abord 
par le carbonate, puis par le phosphate d’ammoniac, et l’on a 
transformé les métaux alcalins qui pouvaient exister comme impu- 
retés en chlorures, par l’action successive du chlorure de plomb et 
de l’hydrogéne sulfuré. On a obtenu finalement, par évaporation’ 
a sec, un trés faible résidu de 0,0008 g., dans lequel le tétrachlorure 
de platine n’a pas produit de précipité de sel potassique visible a 
ceil nu, mais seulement quelques cristaux perceptibles au micro- 
scope aprés évaporation lente dans un petit verre de montre. 

On peut donc dire que, pratiquement, les réactifs n’ont pas 
apporté de potassium. 

L’opération importante de concentration a sec des échantillons 
d’eau de pluie, a donné lieu, au contraire, et il fallait s’y attendre, 
& une petite correction. Quand on fait bouillir de ]’eau dans un 
ballon de verre, a la pression atmosphérique ordinaire, c’est-a- 
dire vers + 100°, on dissout peu a peu une certaine proportion de 
verre, comme Lavoisier, par la méthode physique (9), et Scheele, 
par la méthode chimique, en ont donné les preuves (10). Mais si 
on opére, comme j’ai eu Ja précaution de le faire, dans un appareil 
distillatoire étanche et bien refroidi, ou la pression est réduite a 
Vaide d’une bonne trompe a eau a moins de 1,5 cm. de mercure, 
l’ébullition a lieu a une température dépassant de peu celle du labo- 
ratoire et l’eau peut-étre évaporée A une vitesse atteignant jusqu’a 
1 litre a ’heure. Dans ces conditions, le verre du ballon distilla- 
toire est A peine attaqué, il ne passe en dissolution qu’une quantité 
trés petite de potassium. 

Des expériences portant sur quelques litres m’avaient déja donné, 
il y a longtemps, une idée de la faible attaque du verre par l’eau 
au cours de sa distillation sous pression réduite. Etant donné le 
grand volume de liquide météorique sur leque] j’ai dQ opérer 
dans les recherches rapportées aujourd’hui, j’ai fait une nouvelle 
expérience, sur un volume d’eau pure de l’ordre de grandeur des 
échantillons d’eau de pluie. J’ai opéré sur 15 litres d’eau préparée 
en redistillant de J’eau distillée ordinaire, sous vide, dans un 


(9) O£uvres de Lavoisier, 1805, 2, 1-26. 
(10) ScurELE, Mémoires de Chymie, de M. Scheele, 2 vol. in-8°, Paris 


1875-1888. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 72, n** 71-8, 1946. 44 
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appareil tout en verre. Ces 15 litres ont été réduits par distillation 
dans |’appareil qui a servi a la concentration de ]’eau de pluie a 
environ 100 c. ¢., puis a sec dans une capsule de platine. Le résidu — 
pesait, aprés incinération au rouge naissant, 0,0031 g. 

Les cendres ont été mouillées avec 0,2 c.c. de CIM ; éva- 
poration a sec; reprise par 0 c.c. 1 de CIH, puis quelques 
gouttes d’eau. Filtration dans une petite capsule de platine ; éva- 
poration a see ; passage au rouge sombre. On trouve 0,0032 g. Des 
expériences antérieures m’ayant appris qu'il pouvait y avoir du 
SO4Ca dans ce résidu, celui-ci a été redissous dans 2 ¢. c. d’eau, 
on a ajouté II gouttes de solution de Cl]?Ba au 1/10, puis V gouttes 
d’ammoniaque. On a carbonaté par CO?, évaporé a sec a |’ étuve 
électrique. Alors reprise par l’eau, filtration, concentration, net- 
toyage de la solution par le phosphate d’ammoniac et l’ammo- 
niaque, puis par le Cl?Pb et par SH’. Elimination des sels ammo- 
riacaux par dessiccation et chauffage au rouge naissant. Le résidu, 
qui’ peut étre formé de chlorures de sodium et de potassium, pése 
alors 0,0020 g. On le redissout dans 0,2 ¢. c. d’eau, on ajoute 
II gouttes de solution de platine 4 10 p. 100 et laisse évaporer a la 
température du laboratoire ; on ajoute 1 c. c. d’alcool a 85°, sépare 
le précipité par microfiltration, le redissout aprés lavage, le trans- 
vase dans une petite capsule de platine, séche et pése. Il y a 
0,0036 g. de chloroplatinate correspondant 4 0,00030 ¢. de potas- 
sium pour les 15 litres d’eau. 

Ainsi, méme en supposant que l’eau distillée employée ne con- 
tenait pas de trace de substances dissoutes, elle n’avait enlevé au 
verre que 0,0031 g. de sels minéraux au cours de sa concentration 
et dans ces 3 mg. il n’a été trouvé que 0,36 mg. de potassium. Ce 
résultat conduit & une légére correction en moins pour les échan- 
tillons d’eaux météoriques. En admettant que la quantité de potas- 
sium enlevée au verre pendant la distillation soit proportionnelle 
au volume d’eau traitée, les teneurs en métal alcalin seraient défi- 
nitivement les suivantes : 


Premier échantillon : Dosage n° 1... . 0,00374 g. —0,00030 g. = 0,00344 g. 
Premier échantillon : Dosage n° 2... . 0,00362 g. —0,00030 g. = 0,00332 g. 
SPcondspchentillO Oley cee Cnr 0,00780 g. — 0,00035 g. = 0,00745 g. 


A 


D’aprés les expériences qui viennent d’étre exposées, on peut 
done dire qu’il existe des quantités pondérables de potassium dis- 
sous a l’état de sels, dans l'eau de pluie de la région parisienne. 
Il en a été trouvé 0,23 mg. par litre dans l’eau de pluie récoltée en 
automne 1942 et 0,42 mg. dans celle récoltée 4 peu prés A la méme 
époque en 1943. 

Une premiére conséquence de ce nouveau résultat est que l’on 
ne peut plus opposer l’absence du potassium dans l’eau de pluie 
4 apport dans cette derniére de particules d’origine océanique. 


ETUDE DES COMBINAISONS 
ENTRE PROTEIDES ET CUIVRE 


ll. — COMPLEXES PRENANT NAISSANCE EN MILIEU ALCALIN 


par Micnen MACHEBOEUF et Max VISCUNTINI. 


Dans un travail précédent [4], nous avons montré que |’affinité 
des protéides pour le cuivre est telle qu’elle permet aux protéides 
placés dans un dialyseur de capter des traces infinitésimales de 
culvre présentes dans le liquide qui baigne le dialyseur. La 
concentration du cuivre dans ce liquide peut étre tellement faible 
que les réactions habituelles de la chimie analytique sont impuis- 
santes a déceler les ions cuivre. 

Il est important d’insister sur l’une des conséquences de ce 
fait : diverses opérations que l’on peut pratiquer au cours d’études 
sur les protéides, telles que dilution, dialyse, etc., comportent la 
mise en ceuvre de volumes importants d’eau distillée. Or, la plu- 
part des appareils fournissant de l’eau distillée aux laboratoires 
sont en cuivre, si bien que trés souvent cette eau distillée contient 
des traces de ce métal; les protéides, entrant en contact avec des 
volumes importants d’eau distillée, finiront par capter des quan- 
tités notables et parfois considérables de cuivre. 

Comme premiére application de notre travail, D. Bertrand [2] 
a récemment montré que le cuivre que Keilin et Mann [3] avaient 
affirmé étre un constituant fondamental de la laccase avait dd 
tout simplement étre fixé Jors des dialyses successives effectuées 
pour la purification de enzyme. Nous sommes persuadés que 
cette constatation sera suivie de bien d’autres analogues, et ce 
fait est important, car certaines des propriétés des protéides 
peuvent étre notablement modifiées par la fixation de quantités 
relativement trés faibles de divers métaux. 

Nous avons déja fait entrevoir que les protéides peuvent former 
avec le cuivre plusieurs types de complexes nettement différents. 
Les uns se forment seulement en milieu alcalin, les autres prennent 
naissance en milieu non alcalin. Dans le présent mémoire, nous 
apportons quelques précisions nouvelles sur les complexes 
protéides-cuivre qui prennent naissance en milieu nettement 
alcalin. Nous avions déja envisagé diverses hypothéses et constaté 
certains faits au sujet de la formation de ces complexes. Nous 
avions, en particulier, montré que tout se passe comme si c’ était 
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de hydrate de cuivre qui était capté par les protéides, et nous 
avions supposé que les ions cuivriques pouvaient simplement 
prendre la place d’un hydrogéne appartenant 4 une fonction qul, 
jusqu’alors, n’était pas ionisée. Les recherches que nous exposons 
aujourd’hui nous aménent 4 conclure que cette hypothése doit étre 
retenue comme la plus vraisemblable dans le cas des complexes 
formés en milieu alcalin. 

Pour étudier ces complexes, nous avons utilisé le sérum san- 
cuin de cheval. A une série de prises d’essai de 5 cm*® chacune, 
nous avons ajouté des quantités croissantes de soude de maniére 
4 obtenir une gamme de pH allant depuis pH 8 jusqu’a pH 11. 
Dans chacun des tubes, nous avons ensuite ajouté un léger excés 
d’hydrate cuivrique convenablement préparé et bien lavé, répon- 
dant autant que possible a la formule Cu(OH),. Cet hydrate se 
dissout en donnant des complexes. La teinte varie, suivant le pH, 
du vert au violet en passant par le rouge vineux. Nous avons déja 
dit qu’au cours de cette dissolution de hydrate cuivrique le pH 
du liquide se modifie fort peu (i] y a au maximum une trés légére 
baisse de pH portant sur une ou deux unités de la premiére déci- 
male). Aprés quinze heures de contact, nous avons éliminé l’excés 
d’hydrate de cuivre par centrifugation, puis coagulé les protéides 
de chaque échantillon par un excés d’alcoo] a Ja température de 
l’ébullition (1). Le coagulum protéidique est recueilli, lavé par de 
Valcool bouillant, séché, pesé, puis analysé. Ce coagulum pro- 
téidique contient la totalité du cuivre qui avait été dissous par le 
sérum, et nous avons constaté qu'il contient en outre des quantités 
importantes de sodium que les lavages a |’alcool n’enlévent pas. 
Nous avons dosé le cuivre par les mémes techniques que dans 
notre premier travail. Quant au sodium, nous l’avons dosé pondé- 
ralement aprés destruction des matiéres organiques, puis préci- 
pitation a état @acétate triple de sodium, de magnésium et 
d’uranyle, suivant la méthode de Streng, en appliquant les pres- 
criptions techniques données par G. Bertrand [4]. Voici, a titre 
d’exemple, les proportions de cuivre et de sodium trouvées dans 
les coagulums aux divers pH pour un sérum de cheval. 


pH du sérum ... ees, HORS 8,7 8,9 953 OT 9,8 40.4 
Cu p. 100 du coagulum sec . 0,97 0,74 0,81 4,52 2,38 4,11 9,6 
Na p. 100 du coagulum sec . 0,66 0,74 0,70 41,09 4,66 3,0 6,9 
Nombre d’atomes de Na pour 

un atomede Cu...... 1,88 2,65 2,39 4,97 1,95 2,04 4,99 


Dans les expériences que nous rapportons aujourd’hui, nous 
navons pas élevé le pH notablement au-dessus de 10,4, car si 


(1) En milieu trés alcalin, la coagulation des protéides par l’alcool 
s’effectue mal. I] est bon d’assurer la précipitation des protéides par 
addition d’éther au liquide alcoolique refroidi. 
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on essaie d’alcaliniser un peu plus, la quantité de cuivre fixé 
reste a peu prés en palier. Au voisinage de pH 10,4 l’analyse du 
coagulum fournit des chiffres qui correspondent a trés peu prés 
a quatre atomes d’azote pour un atome de cuivre et deux de 
sodium. 

Lorsque le pH est inférieur 4 10,4, la fixation de cuivre et de 
sodium par le coagulum est moins importante, mais les propor- 
tions relatives de cuivre et de sodium restent les mémes (2 atomes 
de sodium pour 1 de cuivre) tant que le pH reste supérieur a 9. 

Lorsque l’alcalinité est faible (pH inférieur 4 9), nous tombons 
dans le domaine ot commencent a apparaitre nettement des com- 
plexes différents de ceux que nous étudions aujourd’hui. Les pro- 
portions de cuivre et de sodium ne sont plus les mémes, et nous 
constatons d’ailleurs un minimum de fixation de cuivre vers pH 
8,7 ou 8,8. 

La fixation du cuivre et celle du sodium par les protéides ne 
sont pas du tout de méme type. En effet, ces deux métaux se com- 
portent de facon totalement différente vis-a-vis de la dialyse, et 
cecil prouve que le sodium est sous forme ionisable, tandis que 
le cuivre est sous forme de complexe non ionisable. Voici le pro- 
tocole d’une expérience qui met ce fait en évidence. Trois échan- 
tillons d’un sérum ont été amenés a des pH différents : 7,8, 8,4, 
9,1. Chacun d’eux a été mis en contact avec de l’hydrate de cuivre 
en excés. Aprés une quinzaine d’heures, ]’excés d’hydrate cuivri- 
que a été éliminé par centrifugation et le liquide surnageant placé 
dans un dialyseur qui fut plongé dans de ]’eau bidistillée fréquem- 
ment renouvelée. On laissa la dialyse se poursuivre pendant qua- 
rante-cing jours. Aprés ce temps, le sodium avait totalement dis- 
paru de l’intérieur du dialyseur tandis que le cuivre y était resté 
4 peu prés intégralement (2). 

Dans le tableau suivant sont résumés nos résultats expérimen- 
{aux sur ce point. Les résultats sont exprimés p. 100 de coagulum 
sec, comme dans le tableau précédent. 


pH Cu Cu Na Na 
avant dialyse avant dialyse apres dialyse avant dialyse  aprés dialyse 

TG | cc WR is ity te 0,94 0,86 0,50 0 

Soe miss a 4,18 4,01 0,90 0 

Sie AIRS ie soe 4,70 4,57 4,20 0 


En somme, au sujet des complexes cuivre-protéides formés en 
milieu netlement alcalin, nous avons déja les renseignements sul- 


vants : 
1° Ces complexes se forment par dissolution de hydrate cui- 


(2) Lorsen [5] avait déja constaté que le cuivre des complexes biuré- 
tiques cuivre-protéides résistait 4 la dialyse, mais il n’a pas étudié 
l’existence de sodium dans ces complexes. 
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vrique sans modification importante du pH, comme si I’hydrate 
cuivrique entrait en entier dans Ja réaction. 

2° Ces complexes contiennent deux atomes de sodium pour un- 
de cuivre, mais le sodium est sous forme ionisable tandis que 
le cuivre est complexifié. 

Ces résultats ont donc grande analogie avec ceux que Rising et 
ses collaborateurs ont obtenus au cours de leur étude sur les 
complexes biurétiques de peptides simples [6]. 

Ces auteurs supposent, par exemple, que le complexe biuré- 
tique obtenu par l’action du cuivre sur le tétrapeptide du glycocolle 
en solution alcaline peut étre représenté par la formule suivante : 


pia Gi ON ly ee a a 
Worst LAR tie 
2Na; i O- | O-;} O-: O — |,H,0. 


Bil RRR 4 


Loeben a déja suggéré [7] que le cuivre dans les complexes 
Cu-protéides formés en milieu alcalin devait se fixer sur l’azote. 
Une formule de ce genre pourrait done convenir dans le cas des 
protéides puisqu’elle correspond bien a deux sodiums pour un 
cuivre et quatre azotes et A une forme non ionisable du cuivre. 
Cependant, nous devons faire une objection a cette formule : elle 
suppose que le groupement peptidique = CH — CO — NH — 
s’énolise en faisant apparaitre une double haison entre le carbone 
et l’azote suivant le schéma ci-dessous : 


R R 
| | 

— CH — CO — NH — —_> — CH —C=N— 
* * | 


OH 


Or, on sait que les chaines peptidiques placées en milieu alca- 
lin voient leur pouvoir rotatoire diminuer considérablement et 
méme parfois s’annuler. Or une énolisation de ce type faisant 
apparaitre la double liaison entre le carbone et l’azote laisserait 
intacts les carbones asymétriques indiqués par une astérisque dans 
les schémas ci-dessus. Dakin [8, 9] a envisagé une autre possi- 
bilité d’énolisation des protéides qui ferait naitre une double liai- 
son entre deux carbones. Le schéma suivant qui correspond a cette 
hypothése montre que dans ce cas les carbones asymétriques per- 
dent leur asymétrie stéréochimique. 


R R 
| 

— CH — CO — NH — =e a boo nae 
* 


| 
OH 


Cette hypothése au sujet de l’énolisation en milieu alcalin nous 
semble préférable a la précédente. Aussi, pensons-nous devoir 


: 
‘ 
; 
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schématiser Ja réaction entre protéides et hydrate cuivrique en 
milieu fortement alcalin de la maniéne suivante : 


ut re ne a IN 
| 
rae os EG oN Go 
ie dl 
un 6 4 i vente 


+ NaOH + HO — Cu — OH -++ NaOH 


Y 
ic 2 , Thy R, 
Be qe Nae care Man ed eh sol NA ke 


Ce schéma rend compte de tous les faits que nous avons cons- 
tatés : 

1° Disparition simultanée des deux constituants de l’hydrate de 
cuivre : cuivre et OH. 

2° Faibles variations du pH au cours de la réaction (le sel de 
sodium représenté par —CONa doit étre fortement hydrolysé). 

3° Présence du cuivre a |’état de complexe et du sodium a |’état 
d’ion simple. 

4° Proportions relatives de un cuivre pour quatre azotes et deux 
sodiums. 

C’est seulement lorsque le pH est voisin de 10,4 que la teneur 
en azote atteimt ces proportions. Il se forme alors un complexe 
correspondant au schéma ci-dessus pour chaque portion de la 
chaine polypeptidique correspondant a quatre azotes. 

Si lon trace la courbe représentant les proportions de cuivre 
fixées par les protéides en fonction du pH, en milieu neutre ou 
alcalin, on constate qu’il existe un minimum trés net vers pH 8,7. 
A quoi peut correspondre ce fait ? Les complexes qui se forment 
en milieu neutre ou trés peu alcalin sont trés différents de ceux 
que nous venons d’étudier qui prennent naissance seulement en 
milieu plus alcalin. 

Dans une zone de pH intermédiaire voisine de 8,7, l’alcalinité 
serait insuffisante pour que les complexes « type alcalin » se for- 
ment en abondance et l’alcalinité serait déja trop forte pour que 
les complexes « neutres » se forment bien. Ainsi s’expliquerait le 
minimum de fixation de cuivre vers pH 8,7. 

Cependant, il nous faut envisager une autre hypothése : De nom- 
breux faits nous conduisent 4 penser que des complexes « type 
neutre » se forment par fixation du cuivre sur les fonctions amides 
dans lesquelles l’azote provient d’ammoniaque. Or, un travail 
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récent [40] prouve qu’en milieu alcalin, méme a4 la tempé- 
rature ordinaire, les protéides perdent de l’ammoniaque prove- 
nant de ces fonctions amides. I] se peut done que les com- 
plexes « type neutre » se forment en moins grande quantité dés 
que le milieu devient légérement alcalin, tout simplement parce 
qu’une partie des fonctions amides non peptidiques est détruite. 

Ainsi l’allure de la courbe représentative des proportions de 
cuivre fixé, en fonction du pH s’expliquerait de la fagon suivante : 
en milieu acide ou neutre, le cuivre se fixerait sur des fonctions 
amines libres telles que celles des bases hexoniques et sur les 
fonctions amides non peptidiques, mais, dés que le milieu devien- 
drait alcalin, une partie de ces fonctions amides étant détruite, la 
quantité de cuivre fixée baisserait. Si le milieu est beaucoup plus 
fortement alcalin, un autre type de complexe prend naissance 
dans lequel le cuivre se fixe sur la chaine peptidique avec éno- 
lisation préalable des groupements = CH — CO — NH. 


CONCLUSIONS. 


Les complexes cuivre-protéides qui prennent naissance en milieu 
nettement alcalin (complexes biurétiques) sont trés différents de 
ceux qui se forment en milieu neutre ou légérement acide. 

I] ne semble pas que la chaine peptidique fondamentale du pro- 
téide intervienne dans la réaction protéides-cuivre en milieu acide, 
neutre ou trés faiblement alcalin. Le cuivre se fixe alors trés pro- 
bablement sur les fonctions amides — CONH, (et non — CO — 
NH —) ainsi peut-étre que sur des fonctions amines. 

En milieu plus alcalin, des amides —- CONH, sont détruites, 
méme a froid, avec libération d’ammoniaque et les proportions 
de complexe « type neutre » qui peuvent se former diminuent de 
ce fait. 

Si le milieu est plus alcalin encore, une nouvelle réaction entre 
culvre et protéides intervient. Ici c’est la chaine polypeptidique 
qui entre en jeu, et nous croyons pouvoir admettre qu’une éno- 
lisation préalable transforme : 


R R 
| | 
— CH — CO — NH — en — C=C—NH— 
| 
OH 
Pour chaque atome de cuivre fixé par le protéide, il y a aussi 
deux atomes de sodium entrant en réaction, mais tandis que le 
culvre est fixé sous forme de complexe parfait sans laisser d’ions 


cuivriques en solution, le sodium est sous forme ionisable et peut 
étre éliminé par simple dialyse. 


Nous proposons un schéma de constitution qui répond a toutes 


een . 


er 
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les propriétés que nous avons pu observer pour les complexes 
culvre-protéides ainsi formés. 
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ETUDE DES COMBINAISONS 
ENTRE PROTEIDES ET CUIVRE 


lil. — COMPLEXES PRENANT NAISSANCE EN MILIEU NEUTRE : 
PRECIPITATION PAR LE SULFATE D’AMMONIUM 
ET MOBILITE ELECTROPHORETIQUE 


par M'* Mapgteins CHAMPAGNE, Max VISCONTINI et Micnst MACHEBOEUF. 


Dans un mémoire précédent, nous avons montré que la fixation 
de cuivre par les protéides en milieu neutre modifie considérable- 
ment certaines de leurs propriétés physico-chimiques et en parti- 
culier leur solubilité dans |’eau en l’absence d’électrolyte. 

Nous avons poursuivi ]’étude des propriétés de ces complexes 
en déterminant leur mobilité électrophorétique et leur solubilité dans 
les solutions de sulfate d’ammonium 4a diverses concentrations. 


I. — ELecrrRopHorREseE. 


En utilisant l'appareil de Machebceuf et Monnier [2], nous avons 
suivi le déplacement dans un champ électrique des diverses frac- 
tions protéidiques d’un sérum ayant et aprés action du cuivre. Nous 
avons opéré a4 pH 7,5, voisin de celui du sérum, si bien que les 
complexes que nous étudions aujourd’hui sont uniquement ceux 
qui prennent naissance en milieu neutre. La solution de protéide 
utilisé, fut un sérum normal de cheval auquel nous avons ajouté 
un exces d’hydrate cuivrique suivant la technique déja indiquée [1], 
l’excés d’hydrate cuivrique étant éliminé par centrifugation. Dans 
ces conditions, un litre de sérum dissout 800 mg. de cuivre, et si 
Yon coagulait alors les protéides par de l’alcool suivant la techni- 
que indiquée dans nos précédents mémoires [4, 2], on obtien- 
drait un coagulum contenant 1,10 p. 100 de cuivre. 

Le sérum chargé de cuivre fut placé dans un dialyseur en collo- 
dion muni d’un dispositif de contre-pression évitant l’endomose. 
Ce dialyseur fut plongé dans une solution tampon de pH 7,5 M/30 
en phosphates. Cette solution était fréquemment renouvelée, et la 
dialyse fut poursuivie pendant trois jours a la glaciére. Un échan- 
tillon du méme sérum servant de témoin et n’ayant pas subi le 
contact avec Vhydrate de cuivre fut dialysé dans les mémes con- 
ditions. 

Les solutions ainsi préparées furent séparément placées dans 
des appareils A électrophorése de Macheboeuf. Le gradient de po- 
tentiel était de 3,5 volt/em., la température étant voisine de 10°. 

Dans le cas du sérum témoin sans cuivre, nous avons observé; 

¢ 


a 
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comme d’habitude, une frontiére correspondant aux albumines, une 
frontiére plus lente correspondant aux globulines g, une troisiéme 
frontiére assez floue correspondant aux globulines @ et, peu distinc- 
tement, une quatriéme frontiére correspondant aux globulines y. 
Les mobilités des deux premiéres frontiéres ont été calculées d’aprés 
le tableau ci-contre ou sont reportés les pointages effectués toutes 
les 30 minutes. Ces mobilités furent : albumines 12,7.10-5, globu- 
lines a : 11,4.10-5. 
TaBLeau I. 
POSITION DES FRONTIERES 


SELES (échelle graduée en millimétres) 
40 heures. . . | ;/—-1 it 
10 hss ee 4 | +6 +6 
44 heures. . . + 15 + 413 
1b EMG ARS | Us + 23 + 20 
42 heures. . . | + 30,5 + 26 
42h. 30... . ) Albumines. < + 39 Globulines a. ¢ + 34 
43 heures... + 46,5 + 41 
ASe 306 + 55 + 49 
44 heures. . . + 62 + 55,5 
5 cies erin + 70 + 63,5 
a5-heures. 3. | + 719 + 71 


Dans le sérum saturé par |’hydrate cuivrique, nous avons observé 
deux frontiéres neltes, mais cependant plus floues que dans le cas 
du sérum sans cuivre, et il nous fut impossible d’observer avec pré- 
cision les frontiéres qui auraient correspondu aux globulines 6 et . 


TaBLEAu II. 
POSITION DES FRONTIERES 


BSUS (échelle graduée en millimétres) 
OM £5 tae 0 0 
PONE (Ss ec 40 1 
Le) Glee urease a 45 42 
WA sASe 1st 24 16 
¢ a ; : ; are frontiére a 2° frontiére x 
beatae! Leal a eae 44, 35 
AS Re 15 SS DANO 40,5 
Asie e5-... 2 58,5 48,5 
Hh DEAD eck. aout 66 54,5 


Dans le tableau II sont rassemblés les résultats des pointages 
effectués au cours de ces expériences. Les mobilités calculées 
d’aprés ces chiffres furent : albumines 11,6.10-°, globulines «a 
9,6.10-°. 

En somme, la combinaison du cuivre avec les protéides ne fait 
pas apparaitre de nouvelles frontiéres. Elle ne fait pas disparaitre 
non plus celles correspondant aux albumines et aux globulines a, 
mais elle en modifie nettement les mobilités. De plus, la présence 
du cuivre rend toutes les frontiéres plus floues, ce qui démontre 
’apparition d’une légére hétérogénéité sous linfluence du cuivre. 
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Malgré Ja présence du cuivre, les albumines et les globulines res- 
tent bien distinctes et nous ne voyons pas, par exemple, comme il 
aurait pu se faire, naitre une fraction protéides-culvre particuliére. 

Les courbes ci-contre tracées d’aprés les chiffres des deux 
tableaux ci-dessus mettent bien en évidence que l’allure générale 
de l’électrophorése n’est pas profondément modifiée par |’addition 


deplacements 


60 
50 
40 ! 
30 
20 
10 
0 - 
0 4 2 5 4 5 
Fic. 4. — Courbes représentatives des déplacements électrophorétiques en fonc- 
tion du temps. — En traits ‘pleins : courbes correspondant au sérum sans 
cuivre (A = albumines, G = globulines 2); en traus pointillés : courbes 
correspondant au sérum chargé de cuivre (ACu = 1° frontiére; GCu = 


2¢ frontiére). 


de cuivre, mais que seule la vitesse de déplacement est changée. 
La modification des mobilités est cependant profonde puisque les 
albumines, dans le cas du sérum cuivré, ont une mobilité qui est 
seulement de l ordre de celle des globulines du sérum sans cuivre. 

Ayant ainsi constaté qu’albumines et globulines conservaient leur 
indépendance aprés action du cuivre, nous avons cherché a étudier 
leur devenir au cours de la précipitation progressive des protéides 
du sérum par des concentrations croissantes en sulfate d’ammonium, 
sel fréquemment utilisé pour séparer les albumines des globulines. 


II. — PR&cIPITATION PAR LE SULFATE D’ AMMONIUM 
A CONCENTRATIONS DIVERSES. 


Aprés avoir, comme d’habitude, fait agir un excés (hydrate 
cuivrique sur du sérum de cheval, nous avons étudié la précipitation 
de ses protéides par des quantités croissantes de sulfate d’ammo- 
nium. Pour cela, nous avons opéré A volume constant et en laissant 
reposer une nuit avant de séparer, par centrifugation, le précipité 
formé. Nous avons, dans chaque cas, pour vérification, déterminé 
le pH. Dans les eaux-méres, i] fut constamment compris entre 6,8 


NE ign 5 
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et 7, tandis que dans les essais témoins effectués avec le méme 
sérum sans cuivre, le pH fut constamment compris entre 6,9 et 7,2. 

Pour déterminer la quantité de protéides précipitée dans chaque 
cas le précipité fut traité a deux reprises a |’ébullition par de l’alcool 
3 96°, puis il fut lavé abondamment par de l’alcool a 50° jusqu’a 
élimination totale des ions sulfate. Le précipité fut finalement des- 
séché et pesé. 

Le tableau III rassemble nos résultats. Chacune des expériences 
fut faite en double, ce qui explique la présence dans chaque case 
du tableau de deux colonnes de chiffres. Dans ce tableau et dans 
les courbes ci-contre qui lui correspondent, les concentrations en 
sulfate d’ammonium sont indiquées par le rapport de ces concen- 
trations a la saturation en sulfate d’ammonium prise pour unité. 


TaBLEAU ILI. 
POIDS DU PRECIPITE SKCHE (EN MILLIGRAMMES) 


CONCENTRATION me Safe Seneca Sew ee ie kD TOS ee eerie, 
en SO,(N,H), Sérum Sérum 

sans cuivre chargé de cuivre 
eo mic ks Uo. ahem apt oNisis's) els 433,5 434 218 ,5 2414 
ea bel Mie SRS Pee scan rca 475 480 230 233 
DSO oe te We ok pir ans tos ho Me aas 206 200 242 242 
Os ctr aa hy evtic Nace) Loge /ah 236 236 254 254 
UAE sean Galo. CMI Dt acs 259 245 257 256 
ORTON icra sae tegen ise ete 264 265 267 265 
eS ees anticctesiie(e Maus fo ta Matoere 265 282 283 
Us) DO he al Gas Me oc ik att ea 265 ,5 295 292 
ete Geol iem ey Toph eMicveies top re 273,5 274 318 322 
Ogee isk rck hues ektet  cleis 282 285 330 336 
DG cdns tar eas Lot ehehks cee 292 301 349,5 353 
Ae og I iro eee eer 310 310 


concentrotion 
; en S 0, (N Ha)a 
(ae oe be 2 4 rm 4 4 
0,56 0,40 0,44 0,48 0,52 0,56 0,60 


Fic. 2 — Courbes représentatives des variations des poids de précipités en 
fonction des concentrations en sulfate d’ammonium. — En trait plein . sérum 
sans cuivre; en pointillé : sérum avec cuivre. 
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Ces résultats nous permettent déja de conclure ainsi : 

1° La présence de cuivre modifie considérablement la solubilité 
des diverses fractions protéidiques dans les solutions salines. 

2° Les deux grandes fractions protéidiques que le sulfate d’am- 
monium sépare dans le sérum : albumines et globulines, sont encore 
distinctes apres l’action de |’hydrate cuivrique, mais le palier pré- 
senté par les courbes au niveau de la demi-saturation en sulfate 
d’ammonium n’est plus qu’une simple inflexion. 

Ces faits confirment ceux que nous avons constatés par électro- 
phorése a savoir que albumines et globulines restent distinctes apres 
action du cuivre tout en étant modifiées nettement. 

Dans l’expérience que nous venons de relater, nous pouvions 
craindre que l’action du sulfate d’ammonium a concentration élevée 
détruise les complexes cuivre protéides, car les ions ammonium ne 
sont pas sans avoir une influence sur certains complexes de cuivre. 
Pour étudier cette question, nous avons déterminé les proportions 
de cuivre présentes dans chacun des précipités obtenus dans deux 
expériences analogues a celle décrite ci-dessus. Les résultats de ce 
travail sont rassemblés dans le tableau IV ot les teneurs en cuivre 
sont indiquées pour 100 de coagulum sec. 


TasLeau IV. 

CONCENTRATION GUEVEE POUR 100 8 ESPON ae 
en SO,(NH"): 1" expérience 2* expérience 
UE SDE Teo. Boe romer saa Ps 1 eee 0,395 0,390 
OF OME ese RtIN cinat S reubiem KM wo oko <P ete 0,440 0,400 
RUE San8 5 JS Seo See GY en 0,390 0,425 
OAS ery cacy okas «is. peur, Metabo et hen once wee 0,440 0,415 
OA 8 ier cit cite ueibieterke, tseke ween amee Neiere 0,420 0,430 

Ue Ay ey? oe cae Om oa ac shisieih ios ksiibs ate we a 

ONS Soko te he euieige, Mile i eis ince cise etsnet as 0,455 0,455 
O50 Gh meeatonars: cel xe tele Ries ats, gon (Ge oan ae 0,445 0,460 
QUIS DSR Wei gate! Seana oa erative Gee tara Rro ae Raemate 0,445 0,445 
OGL. Se Mas.lroiveis, foun horde houeel eee enisiaes & stant tae Use 0,475 
0,56 SON mens ich Se Boe Freon 0,470 0,475 


Une premiére conclusion s’impose immédiatement ; le sulfate 
d’ammonium enléve aux complexes cuivre-protéides une proportion 
notable de leur cuivre. En effet, la teneur en cuivre d’un coagulum 
obtenu avant |’action du sulfate d’ammonium sur ce méme sérum 
était 1,10 p. 100, tandis que le plus riche des coagulums obtenus 
aprés action du sulfate d’ammonium ne contenait plus que 
0,47 p. 100 de cuivre. 

Une autre conclusion apparait nettement a l’examen du 
tableau IV : le cuivre est retenu en proportions a peu prés 
équivalentes par les albumines et les globulines, et l’on peut, 


tout au plus, noter une légére prévalue du cuivre dans les 
albumines, 


a a ase 
fee 
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CONCLUSIONS. 


1° La fixation du cuivre par les protéides du sérum en milieu 
neutre modifie certaines propriétés physico-chimiques des protéides. 

a) Nous savions déja par notre travail antérieur que la solubilité 
des protéides dans |’eau en absence d’électrolytes est modifiée. 

b) Nous montrons aujourd’hui que la solubilité dans les solutions 
diversement concentrées de sulfate d’ammonium est également nota- 
blement modifiée. 

c) La mobilité électrophoréltique des albumines et des globulines 
est nettement diminuée par la combinaison avec le cuivre, mais cette 
combinaison laisse cependant distinctes les albumines et les globu- 
lines et ne fait pas apparaitre de nouvelles fractions. 

2° Le sulfate d’ammonium 4a haute concentration (et en général 
les sels d’ammonium) décompose partiellement les complexes pro- 
téides-cuivre nés en milieu neutre en leur enlevant une assez forte 
proportion de cuivre. 

3° En milieu neutre, la proportion de cuivre qui reste attachée 
aux protéides malgré l’action du sulfate d’ammonium a le méme 
ordre de grandeur pour les albumines et pour les globulines. Elle 
est seulement un peu plus élevée dans le cas des albumines. 


c 
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LA CATALYSE DE L'OXYDATION DE L’ADRENALINE 
PAR LES MOLYBDATES 


par Gzorces N. COHEN. 


(Service de Chimie biologique. 
Laboratoire de M. le Prof. Macnepoeur.) 


Les études effectuées jusqu’ici en ce qui concerne la catalyse 
de l’oxydation de |’adrénaline par les métaux ont porté sur l’in- 
fluence du cuivre, du fer, du nickel, du cobalt et du man- 
ganése [4, 2, 3, 4, 5]. Les résultats ont parfois été contradictoires 
pour les deux premiers de ces cations. J’al pu montrer que la 
transformation de ]’adrénaline en adrénochrome est trés nettement 
catalysée par la présence de l’ion molybdique. 

J’ai tout d’abord voulu m’assurer de la pureté de ]’adrénaline 
dont je me servais. Pour cela, j’ai procédé aux essais suivants 
sur l’adrénaline gauche de synthése de la fabrication des Eta- 
blissements Comar et Clin. (S.E.M.P.A.). 

1° Point de fusion instantané au Bloc Maquenne : 263°, valeur 
identique a celle de Vadrénaline naturelle extraite des surrénales 
par Gabriel Bertrand [6]. 


2° Spectre d’absorption ultra-violet. Le maximum a 2790 A (1) 
est bien conforme a celui donné par les différents auteurs ou n’en 
différe au plus que d’une dizaine d’angstréms. I] en est de méme 
du minimum. La solution d‘adrénaline employée était N/1000 et en 
milieu tamponné 4 pH = 658. 

3° Spectre dare (2). Les quelques raies ultra-fines que ]’on 
observe dans la région 3350 A ne peuvent étre assignées avec cer- 
titude aux raies ultimes d’un métal connu et ne correspondent pas, 
en tout état de cause a un ordre supérieur 4 quelques milligrammes | 
par kilogramme. Pour le cuivre, par rapport aux raies de ce métal 
contenu dans les charbons, s’il y a un renforcement des raies, il 
correspond a moins d’un milligramme par kilogramme d’adrénaline, 
4 partir d’une quantité d’adrénaline cependant appréciable. 

L’adrénaline du commerce employée est done particuliérement 
pure et peut étre considérée comme pouvant se préter a des études 
sur la catalyse avec le maximum de garanties. 


(1) Mesuré avec M. PRupHOMME. 
(2) Obligeamment effectué par M. D. BeRTRanp. 
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Tous les réactifs employés ont été préparés avec de ]’eau bidis- 
tllée dans un appareil en verre Pyrex afin d’éviter toute action 
possible des métaux lourds, en particulier du cuivre, présent en 
quantité trés appréciable dans l’eau distillée ordinaire et qui a, 
comme |’ont montré les auteurs précédemment cités, une action 
catalytique propre sur ]’oxydation de |]’adrénaline. J’ai suivi la 
marche de l|’oxydation colorimétriquement, a l’aide de 1’électro- 
photometre de P. Meunier [7] et ai d’abord étudié l’influence 
du pH sur la vitesse de la réaction catalysée ou non par les molyb- 
dates. Je me suis limité aux valeurs comprises entre 6,6 et 9,0; 
en effet aux valeurs supérieures, |’oxydation est beaucoup trop 
rapide pour pouvoir étre suivie et aux valeurs inférieures, j’ai 
pu montrer qu’il n’y a pas catalyse-de l’oxydation de ]’adréna- 
line, mais formation d’un acide complexe adrénalinomolybdique 
dont j’ai établi la constitution aprés l’avoir isolé a ]’état cristal- 
lisé [8]. J’ai trouvé un optimum dans le voisinage de pH = 7,6. 
J’ai employé un tampon borate — HCl et une quantité d’adrénaline 
de 1 mg. dans 12 cm* d’eau. La concentration en molyb- 
déne introduit sous forme de paramolybdate d’ammonium était de 
1/60.000. Voici une de mes expériences résumées dans le tableau 
ci-dessous : 

TEMPS EN MINUTES 


pH a oe 

35 405 495 
lace pest ian orice. ah we Bel MH Beran ts ee dD 97 167 
IE LUAL oem iye Hea poms Jey ae INT 0) ieelttsd lade ne 10 444 272 
aad sania te Pg oto oa '= re AMUSO. ods uct ciad 40 95 222 
PRU ure cline oh 6) t stlcy o@et len ep elter ia <e) 40 44 446 
ies fi a Ble, | it acne shan Baris 8 tes eC ay 12 25 90 
SAU Mie lel otietes Le) wocrei ale! oyse' ie! sao) 6 bron. 5) X6 4 4 9 
Sole cu oe kemroh ative ten (ore, 2 gic ears ion ot ve bats 3 3 5 
ILCAS Ss ice sect axceRns ht ee eects Ss Me 3 40 
Seo cemces te Wns Tenis. (eseae ts Seal ade he CCS 2 3 4 


1 mg. adrénaline et 160 » Mo dans 12 cm® d’eau. Ecran bleu 
Un deuxiéme tableau permet de constater ]’action catalytique 
de lion molybdique. 


TEMPS EN MINUTES AvEc MoO3 sans MoO3 
VR ee Ng de AEs Choa atle coh ek Jato ralb.@ncs! Ret ame a L'e% us 6 3 
1S Le ROA) trace ES he Ee Cat as oe 6 3,5 
BG kB, is oy ae aired Sena a ieee Ca ent eer 6 3,0 
Cie 4 cee ete CA CE tr oie VRE on Pea mea a ae eR A 47 6 
YA Mey, aes mPa SE lies aa oer cert ocean ET AEC ee al an Cee 28 6 
REST cee bate home! eb eP aoiecl el selwemme 31 40 
GE OR ia ea cd eae tet iah se Wiel ter Loiniad omen Lokiay -s WA AT 
Ga rea MS rele sgiise Os Nek Vaikiise Abe tay steeices.t eaava a aahhce 49 20 
7A | ERIS Geies, Ser Sey LAR YRC Dat Re EG RISA Scr De 58 26 
heen Pape cat ge ME c8 ot izchahbea tone cteaeee ony A 38 
ise Ata sL aln eee, St, (eh a ale ere ch te aCe e er 86 4T 


Annales de UInstilut Pasteur, t. 72, n°* 1-8, 1946. 
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TEMPS EN MINUTES ' avec MoO3 sans MoO3 

CY rien rerermen e Satan gs a 4 92 49 

96s. dove te eg 2 ee ea ee Sees 404 55 

MOT <i cave: 5. Sereche teeeme awe ne ome aes eee 419 69 

GAD osc eh wa bouet bled es aL} bales Re es ee 427 13 

, het ener Sn SS oe era AN on Sire Sept key 435 83 

Te a ee ee erate re A 444 88,5 
32. Sees Rhee eco eae eee ee Oe oe ne ere 452 98 


Graduations du photométre Meunier. pH = 7,56. Ecran bleu. 
Dans les deux cas, on a utilisé 1 mg. d’adrénaline et dans |’expé- 
rience avec molybdate, 160 + de molybdéne. Méme dilution que 
précédemment. 

L’étude de ces chiffres ainsi que des résultats obtenus dans de 
nombreuses expériences analogues m’a permis de conclure 4 une 
trés netle catalyse de l’oxydation de l’adrénaline par l’ion molyb- 
dique. 
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SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris (15°.) 


Séance du 8 novembre 1945. 


Présidence de M. Macrou. 
(Suite et fin). 


COMMUNICATIONS 


SUR L’UTILISATION DU SACCHAROSE 
PAR PROTEUS VULGARIS 


par Mapeisinz MOREL et Jacquzs MONOD. 


Proteus vulgaris (souche X,, « Syrie », des collections de 1’Institut 
Pasteur) est capable d’utiliser comme seul aliment carboné (1) différents 
glucides, parmi lesquels le glucose et le saccharose. Cependant le fruc- 
tose n’est pas utilisé. Ceci suffit 4 attirer l’attention, puisque la majorité 
des souches bactériennes qui sont capables d’utiliser le glucose se 
montrent également capables d’utiliser le fructose. D’autre part la 
question se pose de savoir si le fructose lié au glucose dans la molécule 
de saccharose est utilisé ou non. 

C’est pourquoi il nous a paru intéressant d’étudier quantitativement 
la croissance de Proteus vulgaris aux dépens du saccharose et de ses 
deux constituants : glucose et fructose. Nous présentons ici les résultats 
de ces essais. 


Trecuniouges. — La croissance des cultures a été déterminée & 1’aide des 
méthodes précédemment décrites par l’un de nous (Monod, 1942) 
cultures en fioles 4 fond plat, munies d’un dispositif de prélévement, 
et agitées au sein d’un thermostat 4 eau réglé a 33° ; mesure de la den- 
sité optique (d. 0.) au moyen de 1’électrophotométre de Meunier. (Les 
résultats seront exprimés directement en unités de densité optique. 
Dans les conditions de nos mesures, chaque unité correspond 41,5 x 10° 


(1) On sait que P. vulgaris se développe dans les milieux synthétiques 
en présence d’acide nicotinique (vitamine PP) qui est le seul facteur de 
croissance indispensable (Fildes, 1938; Lwoff et Querido, 1938; Morel, 
1943). 
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germes par centimétre cube environ.) Le milieu employé était le 
suivant 


Poh KH -— Pot Nani (pH Gait, core 10 wae on ote ance 4 
Acide nicotinique (stérilisé &@ part) ........-, 400 
Bau redistiléen se 20405 eee es to oye et ee Q. S. p. 41 600 


Les glucides essayés étaient stérilisés 4 part par filtration. 

La souche était entretenue en milieu synthétique contenant du pyru- 
vate de soude (1 p. 1.000) comme seul aliment carboné. Les ensemen- 
cements étaient pratiqués 4 partir de cultures en fioles a fond plat, 
agitées 4 32° pendant 24 heures. Nous nous étions assurés que dans ces 
conditions il ne restait dans ces cultures au moment de ]’ensemence- 
ment, plus de substance carbonée utilisable pour la croissance. 


RésuttTats. — On sait (Monod, loc. cit.) que la « croissance totale » (2) 
d’une culture bactérienne en milieu synthétique est rigoureusement 
proportionnelle 4 la concentration de l’aliment carboné tant que celle-ci 
n’est pas trop grande, et a la condition que les autres aliments indis- 
pensables (NH‘, Po‘, et acide nicotinique dans le cas de Proteus vulgaris) 
soient en excés. Cette relation implique, et on le vérifie expérimenta- 
lement, que l’aliment carboné soit utilisé intégralement. Nous nous 
sommes assurés tout d’abord que la croissance de notre souche obéissait 
a cette loi dans les conditions des expériences. 

Les chiffres suivants en feront foi : 


Tastzau [. — ‘ Croissance totale ” des cultures de Proteus vulgaris 
en milieu synthétique, en fonction de la concentration du milieu 
en glucide (glucose). 


CROISSANCE TOTALE 
CONCENTRATION INITIALE CROISSANCE TOTALE ramenée 


du glucide (glucose) (d. o. finale — d. o. initiale) a la concentration 
de 0,1 p. 1.000 de glucose 


6,0 46,0 
4,5 47,0 $ M=46,2 
7,0 45,5 


Nous avons alors comparé les courbes de croissance de cultures faites 
en présence de : 


1° 0,2 p. 1.000 de saccharose ; 
2° 0,1 p. 1.000 de glucose + 0,1 p. 1.000 de fructose ; 


> 


3° 0,1 p. 1.000 de glucose ; 
4° 0,1 p. 1.000 de fructose. 


2) ta « croissance totale » est définie comme la différence entre la den- 
sité maximum et la densité initiale. 
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Les résultats obtenus sont exprimés par la figure et par le tableau II. 
On voit donc : 


1° Que la croissance en fructose est nulle. 

2° Que la croissance en saccharose A 0,2 p. 1.000 est identique, & moins 
de 2 p. 100 prés, 4 la croissance dans une concentration égale de glucose 
(voir tableau J). 

3° Que la croissance en présence du mélange glucose + fructose est 
identique a la croissance sur glucose seul. 

Il résulte donc immédiatement de cette expérience que la molécule 


eo 


SACCMAROSE 0.2%, 


GLUCOSE 0,1 %e 
* FRUCTOSE 0.19%, GLUCOSE 04%, 


DENS/TE OPTIQUE 


FRUCTOSE 0,1 Yoo 


HEURES 


TapLeau I]. — Croissance totale des cultures de Proteus vulgaris en 
milieu synthétique, en présence de saccharose, glucose, fructose 
et du mélange glucose + fructose. 


D, 0. D. O. CROISSANCE 


NATURE ET NCENTRATI SSG 
i renee Dek EET: initiale finale totale 


Saccharose 0,2 p. 1.000. . 100,5 
.0 


Glucose 0,4 p. 1.000 + fructose 0,4 p. 4.000. 52,5 
Glucose 0,1 p. 1.000 52.5 
Fructose 0,1 p. 4.000 Tie 


de fructose libre n’est pas utilisée pour la croissance par Proteus vulgaris 
alors que le fructose entrant dans la constitution du saccharose est 
utilisé intégralement, avec un rendement sensiblement égal a celui 
que l’on obtient en présence de glucose. 


Discussion. — II est clair que ces résultats sont en contradiction avec 
la notion classique selon laquelle l’oxydation biologique des disaccha- 
rides est toujours précédée par leur hydrolyse : s’il en était ainsi dans 
le cas qui nous occupe, seule la moitié glucose de la molécule de 
saccharose serait utilisée. Nous voyons qu’au contraire le saccharose 
est utilisé intégralement. 

Il n’est pas impossible cependant de concilier ce résultat avec la 
notion de l’hydrolyse préalable. On sait, en effet, que le fructose libre, 
qui posséde un cycle en C®, est un fructopyranose alors que le fructose 
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compris dans la molécule de saccharose est un fructofuranose, avec 
un cycle en C*. Le fructofuranose est instable, et se transforme spon- 
tanément en fructopyranose. On peut imaginer que seule la forme 
furanose soit utilisable par Proteus vulgaris, et, de plus, qu’elle soit 
quantitativement fixée et stabilisée par un enzyme spécifique, au fur et 
a@ mesure de l’hydrolyse du saccharose, ce qui expliquerait son utilisa- 
tion intégrale, avec un rendement semblable a celui du glucose. L’hypo- 
these a d’ailleurs été faite depuis longtemps, par Fischer, selon laquelle, 
dans certaines réactions biologiques des glucides, ceux-ci intervien- 
draient sous une forme particulitrement « réactive », qui pourrait 
correspondre 4 la structure furanosique. A notre connaissance, pour- 
tant, il n’a jamais été signalé d’enzyme exclusivement spécifique de la 
forme furanose. 

L’interprétation qui vient d’étre esquissée ne se justifie d’ailleurs que 
dans la mesure ot l’on considére la conception classique de |’hydrolyse 
préalable comme intangible. Or on sait que la validité générale de cette 
notion a été mise en question a plusieurs reprises déja, tout d’abord 
par Wilstaetter et ses collaborateurs (1921 et suiv.). Ceux-ci ont 
montré, en effet, que certaines races de levures, chez lesquelles il est 
impossible de mettre en évidence une maltase tant soit peu active, 
sont capables cependant de faire fermenter vigoureusement Je maltose. 
Ils concluent que le maltose doit étre fermenté « directement » par 
une « maltozymase » spécifique. Ces résultats ont été confirmés et 
étendus a d’autres races de levures par Sobotka et Holzmann (1934). 

D’autre part on connaft un certain nombre d’espéces de levures qui 
se montrent capables de respirer aux dépens de disaccharides, qu’elles 
sont incapables de faire fermenter, mais dont elles font fermenter les 
hexoses constituants. On pourrait en conclure que ces espéces ne 
possédent pas les disaccharidases correspondant 4 ces disaccharides, qui 
seraient oxydés « directement ». Cependant Kluyver et Custers (1940) 
se sont vigoureusement élevés, 4 ce propos, contre la conception d’une 
oxydation « directe » des disaccharides. Ils ont pu montrer d’ailleurs, 
que dans les cas examinés par eux, cette hypothése n’est pas nécessaire. 

Enfin il a été signalé, 4 différentes reprises, qu’en présence de suspen- 
sions bactériennes, certains disaccharides étaient oxydés plus rapidement 
que chacun de leurs hexoses constituants, ou qu’un mélange des deux. 
Les résultats de Doudoroff (1940) sont particuliérement démonstratifs 
a cet égard, et on ne voit pas bien comment ces faits pourraient étre 
interprétés dans l’hypothése d’une hydrolyse préalable. Plus récem- 
ment, Doudoroff et alt. (1943, 1944, 1945) ont démontré l’existence d’une 
saccharose-phosphorylase chez Pseudomonas saccharophila. Is n’ont pu, 
il est vrai, en faire autant dans le cas du mélibiose, qui cependant, comme 
le saccharose, est oxydé par cette bactérie 4 un taux plus élevé que ses 
constituants. 

Quoi qu’il en soit, de cette confrontation rapide des principaux faits, 
il apparait que la conception classique de l’attaque des disaccharides 
est en désaccord, dans beaucoup de cas avec les résultats expérimen- 
taux. De plus, les résultats de Doudoroff et de ses _ collabora- 
teurs (loc. cit.) permettent d’envisager une explication du mécanisme 
de « l’oxydation directe » des disaccharides. Les faits expérimentaux 
que nous avons rapportés s’expliqueraient évidemment sans difficulté 
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dans cette hypothése : Proteus vulgaris posséderait une saccharose- 
phosphorylase et une glucose-phosphorylase, mais pas de fructose- 
phosphorylase. 

Toutefois les résultats acquis jusqu’ici ne nous permettent pas de 
choisir entre ces hypothéses. La question ne pourrait ¢tre définitive- 
ment tranchée que s’il était possible d’étudier l’oxydation par Proteus 
vulgaris d’une solution de fructofuranose, expérience de réalisation 
difficile. Il nous a paru intéressant cependant de décrire ces observa- 
tions, qui posent d’une facgon particuligrement nette un probléme 
essentiel pour notre compréhension du mécanisme de |]’oxydation et 
de la dégradation des di- et polysaccharides par les microorganismes. 


Conciusions. — 1° Proteus vulgaris (souche X,, « Syrie ») est inca- 
pable de se développer en présence de fructose comme seul aliment 
carboné. 


2° Cependant il utilise intégralement le fructose lié au glucose dans. 
la molécule de saccharose. 

3° Pour expliquer ces faits, il faut admettre : soit l’attaque directe 
du saccharose, sans hydrolyse préalable ; soit l’existence d’un enzyme 
spécifique du fructofuranose, n’ayant aucune affinité pour le fructo- 
pyranose. 
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REMARQUES SUR LE TITRAGE 
DES SERUMS ANTI-PERFRINGENS A. 


par Mayitis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE. 


Depuis les travaux de A.-J. Wilsdon [1], la toxine élaborée par les 
Cl. perfringens du type A (1) est fréquemment désignée par la lettre A ; 
V’immunsérum correspondant est dénommé sérum anti-perfringens A. 


(1) Synonymes : Cl. Welchii, Welchia perfringens. 
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En 1931, des résultats concordants ont été obtenus par différents 
expérimentateurs en utilisant le méme échantillon de toxine perfrin- 
gens A pour évaluer l’activité antitoxique d’un sérum anti-perjringens A, 
le dosage Clant fait sur souris par voie veineuse. Le Comité d’Hygiéne 
de la Société des Nations en a conclu que la détermination du titre anti- 
toxique des sérums anti-perfringens A pouvait étre réalisée avec préci- 
sion par la méthode des injections intraveineuses 4 la souris [2] ; mais 
ce comité n’a pas altiré l’attention sur les caractéristiques des échan- 
tillons de toxine A employer pour obtenir réguli¢rement des résultats 
satisfaisants au cours des dosages faits avec divers échantillons préparés 
dans des milieux nutritifs variés, soit avec la méme souche soit avec 
des souches différentes de Cl. perfringens A. 

D’aprés nos observations, les valeurs antitoxiques attribuées 4 un 
méme sérum anti-perfringens A peuvent varier considérablement avec 
les échantillons de toxine perfringens A employés dans le dosage sur 
souris, lorsque ceux-ci sont préparés dans des bouillons Vf ou dans des 
digestions de foie ou de placenta avec diverses souches de Cl. perfrin- 
gens A : souches Lechien [3 et 4], SS [5] ou A 100 P [6]. De grandes 
discordances entre les résultats du dosage d’un méme sérum anti- 
perfringens A avec différents échantillons de toxine perfringens A de 
formule antigénique bien déterminée ont été observées aussi par J. Ipsen 
et R. Davoli [7]. Le principe de tous nos titrages a consisté 4 rechercher 
le plus petit volume de sérum qui mélangé a la dose L+ de ]’un quel- 
conque de nos échantillons de toxine protége la moitié environ des 
souris de 17 a 20 g. injectées dans les veines. Les faits que nous avons 
signalés ont mis en évidence ]’extréme variabilité de composition de nos 
toxines perfringens A, l’énorme répercussion de cette complexité sur le 
titrage de différents sérums anti-perfringens A et, par suite, la nécessité 
de spécifier le taux des divers anticorps contenus dans de tels sérums. 
Il est établi & présent que le principal agent responsable des discor- 
dances que nous avons observées entre les résultats des dosages sur 
souris est l’antigéne 7, présent en quantités variables dans les toxines 
préparées dans les milieux que nous avons énumérés précédemment ; 
ces discordances sont d’autant plus accentuées que l’antigéne nécro- 
sant « des toxines utilisées est accompagné de quantités plus grandes 
d’antigéne 7 : suivant les toxines complexes que nous avons ajoutées a 
un méme sérum, les résultats de certains de nos dosages ont différé 
de 40 &@ 90 p. 100 (souris, veines). 

Les toxines perfringens A élaborées dans des digestions chlorhydro- 
pepsiques de viande, de foie ou de placenta par les Cl. perfringens du 
type A contiennent en forte quantité, et dans des proportions variables, 
les antigénes «, 6, 7. Lorsqu’elles sont préparées dans des milieux 
spéciaux [7, 5], leur constituant prédominant est l’antigene nécro- 
-sant «; de telles toxines servent A évaluer le titre anti-« des sérums 
anti-perfringens A. Rappelons que les résultats du dosage d’un méme 
sérum avec la dose L+ de diverses toxines A antigéne « prédominant 
different souvent de moins de 10 p. 100 lorsqu’ils sont obtenus par le 
procédé des injections intraveineuses A la souris ; certains cependant 
présentent des écarts plus importants, mais, toutefois, les divergences 
les plus marquées ne dépassent pas 21 p. 100 [8], 28 A 30 p. 100 [9], 
ou 25 4 33 p. 100 [5]. Signalons aussi que les toxines perfringens A com- 
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plexes peuvent servir A la détermination du titre anti-« des sérums 
anti-perfringens A, mais d la condition de faire le dosage par le pro- 
cédé des injections intradermiques au cobaye. 

Il est bien connu que de nombreux sérums normaux de cheval, 
employés a forte dose, neutralisent l’action nécrosante de J’anti- 
gene a [40] et l’effet hémolytique de la toxine perfringens A ; récem- 
ment, nous avons signalé qu’ils sont capables aussi d’inhiber 1’action 
léthale de l’antigéne 9 [44]. 

Les animaux immunisés avec des toxines perfringens A riches en 
antigénes 2, §, 7 fournissent des sérums contenant A des taux élevés 
et variés les anticorps correspondants. Le sérum étalon anti-perfrin- 
gens A préparé en 1931 contient 20 unités anti-«, anti-f, anti-y. En 
1942, la provision de ce sérum étant presque épuisée, P. Hartley et 
D. G. Evans [42] ont proposé un nouvel étalon aprés avoir contrdélé 
sur souris qu'il neutralisait aussi efficacement que l’ancien 3 échan- 
tillons de toxine perfringens ; d’aprés les dosages effectués sur cobayes 
par ces auteurs, les deux étalons manifestent le méme pouvoir anti- 
nécrosant. P. Hartley et D. G. Evans n’ont pas précisé les propriétés 
caractéristiques des toxines qui ont servi 4 titrer leur préparation étalon. 

La teneur en antitoxine 9 du sérum étalon anglais n’ayant pas été 
recherchée, nous avons entrepris cette investigation. De plus, nous avons 
examiné son activité anti-y. De cet étalon nous avons recu, le 26 juillet 
1945, un échantillon a 20 unités antitoxiques par cm’, étiqueté G.G.P. 28. 
Nous l’avons comparé a l’ancien étalon de 1931 (échantillon PE,,) 
ou a étalon danois préparé en 1942 par J. Ipsen (échantillons PE,, 
et ep E..):: 


TITRAGES « IN vITRO ». — Nous avons recherché l’activité anti-hémoly- 
tique de l’étalon anglais G.G.P. 28 vis-a-vis de la toxine perfringens E,, 
préparée avec la souche Lechien et vis-a-vis de la toxine EP, élaborée 
par la souche A,,,P. Le titrage a été fait en présence de globules rouges 
de mouton selon la technique que nous avons instituée [43]. Nous 
avons constaté que ]’étalon anglais contient trés peu d’anti-hémolysine? 
puisque 1/200 cm* de cet étalon, c’est-a-dire 1/10 d’unité, neutralise 
seulement 0,0015 mg. des toxines employées ; 1/200 cm® de l’ancien 
étalon en neutralise plus de 0,025 mg. 

En présence de calcium, la dose minima hémolytique de la toxine 
E,, est actuellement égale 4 0,0007 mg. et celle de la toxine EP, a 
0,0008 mg. 


TiTRAGES suR souRIS. — Pour comparer l’activité antitoxique des 
divers étalons mentionnés précédemment, nous les avons fait agir soit 
sur des toxines perfringens complexes soit sur des toxines a facteur « 
prédominant. 

Rappelons que l’on désigne par L+ le poids de toxine qui en présence 
d’une unité antitoxique de sérum étalon tue la moitié environ des souris 
injectées dans les veines et par LN/10 le poids de toxine qui en présence 
d’un dixiéme d’unité antitoxique provoque en, injection intradermique 
chez les cobayes blancs épilés une nécrose de 5 X 5 mm.. 

a) Action de différents sérums étalons sur des toxines perfringens 
complexes. — Parmi nos échantillons de toxine perfringens A complexe, 
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nous avons choisi les préparations E,, et E,, dont la dose nécrosante 
LN/10 et la dose léthale L+ ont été déterminées avec Vancien étalon 
anti-perfringens. Le rapport des doses LN et L+ de la toxine E,, est 
égal & 8,4; le rapport des doses LN et L+ de la toxine E,, est 
de 5,3. 


Activité antitoxique comparée 
de trois sérums étalons anti-perfringens. 


POIDS DE TOXINE 
TOXINE perfringens neutralisé, en milligrammes, 
par 1/20 de centimétre cube 


a a 5 Valeur de l’ancien de I’étalon de I’étalon 
chantillon ints étalon danois anglais 
ESs 1,2 1,6 1,55 1,2 
ESi3 1709 0.80 0,60 
Eas 8,4 4,3 4,4; 4,4 0,33 
Exo 53 2,6 0,35 


A des doses variables des toxines E,, et E,,, riches en antigénes 7 
et 9, nous avons ajouté une unité antitoxique de ]’étalon anti-perfringens 
anglais G.G.P. 28, c’est-a-dire 1/20 de centimétre cube de cet étalon. Les 
mélanges ont été injectés, aprés un séjour de 45 minutes dans une étuve 
4 37-38°, A des souris blanches de 17 a 20 g. (veines). Les résultats du 
tableau ci-dessus indiquent que cet étalon neutralise 0,33 mg. de la toxine 
Kh, et 0,35 mg. de la toxine E,,. Une unité antitoxique de l’ancien étalon 
neutralise 1,3 mg. de la premiére et 2,6 mg. de la deuxiéme. Quant a 
l’étalon danois, il neutralise 1,1 mg. de la toxine E,,. L’étalon anglais 
de 1942 neutralise donc beaucoup moins de toxine E,, que les deux 
étalons avec lesquels nous le comparons et beaucoup moins de toxine 
E,, que l’étalon de 1931. Ainsi se vérifie une fois de plus que la valeur 
de la dose L+ de nos toxines dépend de ]’étalon avec lequel est effectué 
le dosage. C’est un fait sur lequel nous avons insisté dés 1936 [3]. 

L’activité anti-hémolytique de 1’étalon anglais étant trés faible, les 
mélanges de ce sérum avec les toxines E,, et E,, étaient fortement 
hémolytiques avant d’étre injectés aux souris au cours des détermi- 
nations précédentes. Etant donné qu’une quantité importante d’hémo- 
lysine § influence les résultats des dosages sur souris [8, 9], il y avait 
lieu de titrer les toxines in vivo aprés les avoir traitées par un inhi- 
biteur de l’hémolysine. En présence de cholestérol, ces toxines perdent 
90 p. 100 de leur action hémolytique in vitro ; d’aprés les titrages sur 
souris, l’étalon G.G.P. 28 neutralise respectivement 0,60 et 1,2 mg. des 
toxines E,, et E,, additionnées de cholestérol. L’étalon danois neutralise 
1,4 mg. de la toxine E,,+ cholestérol. 

Pour réaliser ces derniers essais, nous sommes parties d’une solution 
de toxine 4 0,5 p. 100 dans de l’eau physiologique et d’une solution 
de cholestérol & 0,25 p. 100 dans de l’alcool & 90° B. A 5 cm® de la 
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solution de toxine nous avons ajouté 0,2 cm? de la solution alcoolique 
de cholestérol, soit 0,02 mg. de cholestérol par mg. de toxine. Nous 
avons recherché ensuite le poids de toxine cholestérolée qui est neu- 
tralisé par le sérum étalon. Nous venons d’indiquer les résultats des 
titrages sur souris (1) ; de ces déterminations nous déduisons que 
V’étalon anglais de 1942 contient moins d’antitoxine 7 que les deux 
autres étalons que nous avons examinés : ancien étalon de 1931 et étalon 
danois de 1942. Il provient probablement d’un cheval immunisé avec 
des toxines perfringens & facteur o prédominant (2). 


b) Action de différents étalons sur des toxines a facteur « prédomi- 
nant. — Au cours de nos titrages nous avons utilisé les toxines perfrin- 
gens ES, et ES,,, élaborées par la souche SS. Le rapport des doses LN 
et L+ des toxines ES, et ES,,, titrées avec l’ancien étalon ou avec |’étalon 
danois actuel, est respectivement égal A 1,2 et a 1,09. 


Une unité antitoxique de l’ancien étalon ou une unité antitoxique de 
Vétalon danois PE,, neutralise 1,6 mg. de la toxine ES, ; 1/20 de centi- 
métre cube de 1’étalon anglais actuel neutralise 1,2 mg. de cette toxine ; 
écart entre ces résultats : 25 p. 100. De méme, 1]’étalon anglais neutralise 
25 p. 100 moins de toxine ES,, que l’étalon danois. Nous avons vu précé- 
demment que les résultats du dosage d’un méme sérum avec différents 


échantillons de toxine a facteur « prédominant peuvent différer de 
21 a 30 p. 100 et méme de 33 p. 100. 


L’étalon danois anti-perfringens A préparé en 1942 par J. Ipsen a été 
titré non seulement en présence de la toxine complexe E,, et de la 
toxine monovalente ES,, mais encore vis-a-vis de 5 autres de nos toxines 
contenant l’antigéne 7 (échantillons E,,, E,,, E,,, Po, et P,,) ainsi que 
vis-a-vis de notre toxine monovalente ES,. Les résultats détaillés de ces 
dosages, dont une partie a été effectuée 4 Paris et l’autre partie 4 Copen- 
hague, seront publiés par ailleurs. Disons simplement ici que cet étalon 
et l’ancien sont comparables par leur teneur en antitoxines q et 4 et 
qu’ils différent peu au point de vue de leur titre anti-hémolytique 9. 


En résumé, 1]’étalon anti-perfringens anglais de 1942, contient moins 
d’antitoxines 6 et 4 que d’antitoxine g. 


(1) Au cours d’un autre travail [44] nous avons constaté que le choles- 
térol A la dose de 0,04 mg. par milligramme de toxine, ne modifiait pas 
sensiblement la valeur de la dose LN/10 de nos toxines E,,, E,,, P,, et 
atténuait une petite quantité d’antigéne g de la toxine E,,. D’autres obser- 
vations nous portent A penser que la cholestérine méme a la dose de 
0,02 mg. par milligramme de toxine E,, inhibe des quantités appréciables 
dantigéne 7. 


(2) Un tel sérum est nécessaire dans les laboratoires pour le titrage des 
toxines perfringens. Mais en thérapeutique il convient dutiliser des sérums 
anti-perfringens riches en antitoxines a, n, 9, cest-a-dire des sérums d’ani- 
maux immunisés avec des toxines perfringens complexes, car, chez les 
blessés atteints de gangréne gazeuse, les Cl. perfringens A qui proliférent 
dans la région gangrénée doivent non seulement élaborer les toxines a et 6 


mais aussi l’agent léthal 7. 


656 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
BIBLIOGRAPHIE 


[4] Witspon (A. J.). Second Report of the Director of the Institute of animal 
Path., Cambridge, 1931, 53 ; Third Report 1932-1933, 46 a 51. 

[2] Hantiey (P.). Société des Nations. Rapport de lOrg. @Hyg., numéro 
officiel : C. H. 1056 (1), Londres, 23 juin 1931, 13 a 28. 

(3} Wernperc (M.) et GurttaAumie (M.). C. R. Soe. Biol., 1936, 4123, 661 ; 
1937, 126, 656; C..R. Acad. Sci., 1937, 204, 1012; C. R. Soc. Biol., 
1938, 427, 1084; Bull. Org. Hyg. S. D. N., 1938, 7, 883 4 892; Bull. 
Acad. Méd., 1939, 424, 20 A 27; Rev. Immunol., 1939, 5, 5 a 33. 

[4] Gumtaumtz (M.). Ces Annales 1941, 66, 204 a 247. 

[5] Guittaumie (M.), Krecuer (A.). et FABRE (M.). Ces Annales, 1942, 68, 
513 4 517; C. R. Soc. Biol., 1943, 437, 757 ; ces Annales, 1946, 72, 384 


(6) GUILLAUMIE (M.), KREGUER (A) et FABRE (M.). C. RB. Soe. Biol, i553; 
437, 757 ; 1944, 138, 28. 


[7] Iesen (J.) et Davotr (R.). Bull. Org. Hyg. S. D. N., 1939, 8, 899 a 916. 
[8] Priccr (R.). Zeitsch. Immunitdts{., 1936, 89, 477; 1937, 94, 457. 
[9] Irsen (J.). Bull. Org. Hyg. S. D. N., 1939, 8, 917. 


[40} Grenny (A. T.), LiLEWELLYN-JonEs (M.) et Mason (J. H.). J. Path. Bact., 
1931, 34, 201. 


[44] Gumtaumie (M.). C. R. Soe. Biol., 1944, 138, 68. 


[42] Harttey (P.) et Evans (D. G.). Bull. Health Organ. Biol. standard., 
1942, 10, 97 a 103. 


[43] Gurttaumre (M.). Ces Annales, 1941, 66, 329 A 378. 


[44] Guitraumr: (M.), Krecuer (A.), Fapre (M.). Ces Annales, 1944, 70, 207 
& 223. 


PREMIERES IMAGES BIOLOGIQUES 
OBTENUES AVEC UN MICROSCOPE ELECTRONIQUE 
DE CONSTRUCTION FRANCAISE 


par P. LEPINE. 


J’ai l’honneur de présenter 4 la Société les premiéres photographies 
électroniques d’objets biologiques obtenues en France avec un micro- 
scope électronique de construction frangaise. 


L’appareil, construit par la Compagnie Générale de Télégraphie sans 
Fil (C.S.F.), est une réalisation de MM. Bruck et Grivet, auxquels il fait 
le plus grand honneur. 

En raison de l’importance de la microscopie électronique pour ]’étude 
des ultravirus, j’entrais, dés le début de 1941, alors que venait d’étre 
constitué le groupement des services des virus a ]’Institut Pasteur, en 
relations avec M. Grivet qui, de son c6té, cherchait A réaliser un 
microscope électronique et en avait étudié les plans. Les conditions 
matérielles du moment ne permirent pas de donner suite au projet. 
Le probléme fut repris en 1943, sous l’égide du Centre National de la 


Recherche Scientifique, avec Vappui du Ministére de la Production 
industrielle et de l'Institut Pasteur. 
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Apres étude, le prototype de la C.S.F. fut commandé conjointement 
par les trois organismes précités, l'Institut Pasteur s’engageant, en 
outre, 4 fournir et 4 aménager & ses frais le laboratoire nécessaire au 
montage et aux essais du microscope électronique. Ce dernier répond, 
selon le contrat, aux caractéristiques suivantes: 

Microscope du type électrostatique, 4 deux lentilles, ayant un pouvoir 
séparateur d’au moins 10 millicrons et un grossissement électronique 
de 5.000, pour une tension de fonctionnement de 60 k. v. avec une 
tension limite de 80 k. v. L’appareil est normalement congu pour 1’exa- 
men de préparations par transparence, mais il peut étre facilement 
adapté 4 l’examen en incidence rasante ou par émission propre. La mise 
au point se fait sur écran fluorescent, les images étant enregistrées sur 
film de 35 m/m, un escamotage rapide permettant de prendre 50 poses 
successives sans interrompre le vide, la cadence entre les photographi-s 
étant de quelques secondes seulement. 

Nous donnerons ailleurs les détails techniques et les caractéristiques 
de construction de l’appareil. 

Tandis qu’une maquette de l’appareil de MM. Bruck et Grivet était 
construite et essayée au laboratoire spécial de la C.S.F. a Levallois- 
Perret, des locaux étaient préparés dans le sous-sol du service des virus 
a l'Institut Pasteur, pour recevoir le microscope. Ils comprennent : un 
petit laboratoire pour la préparation des objets 4 examiner ; une chambre 
noire photographique renfermant en outre la pompe 4a vide primaire ; 
une chambre pour le transformateur 4 haute tension ; et une salle du 
microscope, surbaissée par rapport au sous-sol, et ot ont été aménagées 
des fondations spéciales, indépendantes de celles de l’immeuble, des- 
tinées a recevoir le bati du microscope proprement dit et la pompe 4a 
diffusion qui assure le vide définitif, la haute tension et la pompe pri- 
maire étant commandées 4 distance. 

Les locaux étaient achevés dés le mois de mars 1944 et préts 4 recevoir 
le microscope. Cependant, la situation engendrée par les événements 
militaires du printemps de 1944 devait retarder considérablement la 
mise au point de ce dernier. La fréquence des bombardements de la 
région parisienne venait entraver l’approvisionnement en matériaux et 
ralentir le travail de construction, qui fut définitivement stoppé aprés 
le débarquement, lorsque l’énergie électrique vint &4 manquer complé- 
tement. Les travaux ne devaient étre repris que dans l’hiver 1944-1945, 
soit avec un retard de prés d’un an. Des difficultés imprévues ont encore 
retardé les essais, mais les résultats finalement obtenus justifient les 
espoirs qui avaient été placés dans l’appareil de MM. Bruck et Grivet. 
La définition obtenue des objets est excellente et le pouvoir séparateur 
s’avére parmi les meilleurs qui aient été obtenus jusqu’ici en optique 
électronique. I] permet, pour son exploitation complete, 1’agrandisse- 
ment optique de clichés format cinématographique, portant l’agran- 
dissement final de l’image observée 4 20.000 diamétres au moins. 

La période de mise au point nous a permis de nous familiariser avec 
la technique si spéciale de préparation des objets en vue de leur examen 
en lumiére électronique. Ceux que nous vous présentons ont tous été 
préparés dans le laboratoire de 1’Institut Pasteur. Nous poursuivons 
des recherches en vue de perfectionner sur certains points les techniques 
actuellement en usage. 
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A PROPOS DE SYMBOLES. 
CENTIMETRE CUBE OU MILLILITRE ? 


par P. LEPINE. 


Le centimétre cube est l’unité courante de capacité volumétrique 
pour les biologistes comme le gramme en est l’unité pondérale. C’est 
par conséquent celle dont le symbole est le plus fréquemment exprimé 
et qui se retrouve le plus souvent dans les publications. Un symbole ne 
remplit son réle que s’il est clairement intelligible et universellement 
adopté. 

Or il se trouve qu’a l’heure actuelle nous disposons, pour désigner 
le centimétre cube, de 4 symboles différents, qui sont : 

1° Le symbole ¢c. c., qui n’a pas une valeur de nomenclature régu- 
liére, mais qui, trés employé et se trouvant étre l’abréviation 4 la fois 
des mots centimétre cube et cubic centimeter, a, de ce fait, une signifi- 
cation internationale et est, pour cela accepté dans nos publications. 

2° Le symbole cmc., qui appartient 4 l’ancienne nomenclature 
métrique, ot les unités de longueur sont affectées de la lettre q pour les 
surfaces et de la lettre c pour les volumes. Cette nomenclature est 
aujourd’hui caduque et n’est plus que rarement employée dans la 
littérature scientifique. 

3° Le symbole cm*, qui correspond 4 une expression mathématique, 
est parfaitement logique puisqu’il est ]’élévation au cube de l’unité 
métrique considérée. C’est un symbole couramment employé, claire- 
ment intelligible. On pourrait peut-étre objecter qu’il a une signifi- 
cation spatiale autant que volumétrique et que, au sens strict, il désigne 
un volume ayant effectivement la forme d’un cube, ce qui n’est géné- 
ralement pas le cas en biologie. 

4° Depuis un certain temps, on voit employer avec une faveur crois- 
sante, surtout dans les pays anglo-saxons, le symbole ml, qui désigne 
trés réguliérement le millilitre ou centimétre cube. On saisit parfaite- 
ment la raison d’étre de ce symbole qui a l’avantage de souligner la 
correspondance avec les autres unités de mesure communes en biologie : 
le milligramme, mg. et le millimétre, mm. Il est réguli¢rement con- 
conforme 4 la nomenclature métrique générale, le litre étant l’unité de 
volume comme le métre et le gramme en sont les unités de longueur 
et de poids. I] a cependant l’inconvénient théorique de prendre pour 
étalons des unités métriques (litre, gramme, métre), différentes de celles 
couramment employées dans le systéme C.G.S. (centimétre, gramme, 
seconde) qui justifiait précisément l’usage du terme centimétre cube. 
Mais il a pour lui la clarté, et aussi la simplicité typographique, et 
si son emploi généralisé pouvait aider l’adoption universelle du systéme 
métricue, en faveur de qui se dessine un mouvement trés net en des pays 
jusqu ‘ici réfractaires, il y aurait lieu, je crois, de se rallier 4 cet usage. 

De toutes facons, et pour la clarté des travaux scientifiques, il serait 
souhaitable que le centimétre cube, unité fondamentale de nos travaux, 
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ne fat plus désigné que par un seul et méme symbole dans tous les 
pays ou existent des sociétés affiliées A la Société Internationale de Micro- 
biologie. 


Ala Suite de la communication de M. Lépine, la Société décide qu’ane 
Commission, composée de M™° Lwoff, de MM. Prévot et Dervichian, étu- 
diera la question et se mettra en rapport avec les organismes officiels 
aualifiés. Elle présentera son rapport & la séance suivante. 


Séance du 6 décembre 1945. 


Présidence de M. Niere. 


GOMMUNICATIONS 


LA TOXINOGENESE STAPHYLOCOCCIQUE 
SUR HYOROLYSAT DE VIANDE. 
IMMUNISATION AXEC L’ANATOXINE DERIVEE 
DE LA TOXINE OBTENUE SUR CE MILIEU 


par P. MERCIER et J. PILLET. 


Pour 1|’élaboration de la toxine staphylococcique, nous utilisons indif- 
féremment depuis plusieurs mois deux milieux de culture : l’un est 
le produit de digestion papainique de viande de cheval (1) ; l’autre 
résulte de l’hydrolyse de cette méme viande par l’acide sulfurique. Les 
constituants de ce dernier milieu, dont nous avons donné ici méme la 
formule (2), sont faciles 4 réunir : ]’hydrolysat n’exige pas, en particu- 
lier, l’emploi de ferments trés rares dans le commerce a l’heure pré- 
sente. De plus, et c’est JA un avantage certain, l’obtention de la toxine 
sur l’hydrolysat ne nécessite pas d’atmosphére enrichie en gaz carbo- 
nique, indispensable, au contraire avec la trés grande majorité des 
autres milieux préconisés pour la production de la toxine staphylococ- 
cique. 

Une méme souche de staphylocoques toxigénes est utilisée pour ense- 
mencer les deux milieux, celle isolée par P. Nélis (S. aureus, n° 72). 

Les résultats obtenus dans la production courante de la toxine parais- 
sent justifier les espoirs que nous mettions dans l’hydrolysat. C’est 
ainsi qu’avec l’un ou l’autre milieu, aprés culture de sept jours a 
l’étuve 4 37°, on peut obtenir des toxines dont la dose test hémolytique 


(1) G. Ramon, P. Mercier, J. Pocuon et Mle Germaine Amoureux, C. R. Soc. 
Biol., 1942, 136, 329. 

(2) P. Mercier et Mme Y. Lenourr, Ass. Microb. Langue francaise, séance 
du 7 juin 1945. 
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dépasse 0,15 cm’, soit environ 10 unités mesurées par la méthode de 
floculation. Précisons une fois encore que le passage d’un courant d’air- 
CO, n’est exigé que par le milieu de digestion papainique : si ]’on 
soumet l’hydrolysat 4 cette méme atmosphére, la toxine n’a pas une 
valeur antigénique plus élevée qu’en l’absence du courant. 

Si par ailleurs, on examine le rendement des deux milieux, il semble 
que l’hydrolysat puisse assurer une régularité de production plus 
grande que le milieu de digestion papainique. En prenant pour exemple 
la production trimestrielle de toxine, soit prés de mille litres, le titre 
moyen de la toxine obtenue sur l’hydrolysat est de 8 unités et sur 
milieu de digestion papainique de 6,8 unités. La perte représentée par 
les toxines trop faibles pour étre transformées en anatoxines, a été de 
39 p. 100 pour le milieu A la papaine et de 30 p. 100 pour l’hydrolysat. 

Par l’action conjointe du formo} (6,5 cm®* par litre) et de la chaleuy 
(40°), la toxine élaborée sur l’hydrolysat se transforme en moins de 
quinze jours en anatoxine. Celle-ci peut étre aisément purifiée par 
l’acide trichloracétique, mais elle conserve, aprés action de l’acide tri- 
chloracétique, une coloration brune due 4 la présence de substances 
étrangéres. lI serait possible de se débarrasser de cette coloration par 
adsorption sur charbon, mais au prix d’une perte importante en prin- 
cipe actif. L’expérience a montré que ces substances ne nuisaient en 
rien aux propriétés de ]’anatoxine. 

Nous avons enfin contrélé le pouvoir immunisant de 1|’anatoxine 
obtenue 4 partir de l’hydrolysat. Dans ce but, quinze lapins sans immu- 
nité naturelle ont recu chacun, trois injections sous-cutanées d’une 
anatoxine titrant 9 unités antigéniques, 4 cing jours d’intervalle et aux 
Goses de 1, 2 et 4 cm’. Huit jours aprés la derniére injection, nous avons 
dosé l’antitoxine dans le sérum sanguin des animaux. Le taux moyen 
s’établit 4 7 unités. Il est de méme ordre que celui obtenu chez un autre 
groupe de lapins vaccinés en méme temps, dans des conditions abso- 
lument analogues, avec une anatoxine élaborée a partir du milieu 
a la papaine (8,5 unités). 

Il nous semble donc que l’hydrolysat peut constituer un milieu inté- 
ressant pour la production courante de l’anatoxine staphylococcique : 
simplicité de préparation, absence du courant de gaz carbonique, 
comportement analogue a celui des autres milieux pour la transforma- 
tion de la toxine en anatoxine et pour la purification de celle-ci. Enfin, 
Vimmunisation avec l’anatoxine dérivée de la toxine obtenue sur l’hy- 
drolysat assure une vaccination aussi élevée que si l’on use d’anatoxines 
préparées a partir des autres milieux. 


NOTE SUR LA PREPARATION DES SERUMS 
ANTIVENIMEUX (ANTI V/PERA ASPIS, CERASTES CORNUTUS 
ET BITIS ARIETANS) 


par Pau, BOQUET, Otivier GIRARD et Ren& CORVAZIER. 


La méthode d’immunisation antivenimeuse préconisée par A. Calmette 
consistait a injecter & des chevaux, par voie sous-cutanée, toutes les 
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semaines puis toutes les deux semaines, des doses progressivement 
croissantes de venin [2, 4, 6, 8, 10, 14, etc. 100 mg., etc.] (1) atténué 
par l’hypochlorite de chaux. Dans la suite on substitua 4 cet antigéne, 
le venin formolé 4 5 p. 1.000 et chauffé pendant trente minutes A 58°. 
Huit 4 dix mois d’immunisation étaient nécessaires, dans ces condi- 
tions, pour obtenir un bon sérum thérapeutique. Ce temps a été réduit 
a quatre semaines environ par }’emploi des anavenins (2) a fortes doses 
(100, 200, 400, 600, 800 mg., 1 gr.) ; mais notre provision d’antigéne 
n’ayant pas été renouvelée pendant la guerre, la production des sérums 
antivenimeux dut étre momentanément interrompue. 

Pour satisfaire 4 de nombreuses demandes et bien que nous ne dispo- 
sions au mois de mai 1945 que d’une trés faible quantité de venin, 
nous avons entrepris de préparer des sérums actifs contre les morsures 
des Vipéridés de France et des colonies. 

L’application de la méthode classique ne nous permettant pas d’obte 
nir rapidement de bons immunsérums, et le procédé d’hyperimmuni- 
sation par les anavenins nécessitant l’injection de doses d’antigéne qui 
auraient épuisé en peu de temps notre réserve, nous avons adopté la 
technique ci-aprés : 

Des solutions de venins 4 10 p. 100 sont centrifugées 4 12.000 tours, 
pendant 20 minutes, pour en éliminer les germes pathogénes, puis 
additionnées de 5 p. 1.000 de formol, et injectées 4 des chevaux a petites 
doses (0,25, 0,50, 0,75, 1, 2, 3, 5, 7, 70 mg., etc) & raison de deux injec- 
tions sous-cutanées par semaine. Un cedéme local modéré se développe 
apres chaque injection, mais il se résorbe en quelques jours. 

Les propriétés antivenimeuses des échantillons de sérum prélevés a 
intervalles réguliers sur les animaux en voie d’immunisation, sont 
titrées sur le lapin, en suivant la technique exposée en 1935 avec 
FE. Cesari (8). 

Lorsqu’ils neutralisent 1 mg, de venin a la dose de 1 cm, les sérums 
sont délivrés pour l’usage thérapeutique. Voici, comparés 4 ceux de 
la méthode classique, les résultats que nous avons obtenus. 

A. Méthode classique. — 1. Sérum ER (anti Vipera aspis). Six chevaux 
(862, 864, 865, 866, 869, 870) sont immunisés en 1934 contre le venin 
de V. aspis. Huit mois aprés la premiére injection, le sérum de quatre 
chevaux neutralise 1 mg. de venin étalon de V. aspis a la dose de 1 cm? 

La quantité totale de venin administrée a chaque cheval est de 
577 mg. Le cinquiéme cheval ne donne un bon sérum thérapeutique 
qu’aprés neuf mois et demi d’immunisation, et le sixiéme aprés 
onze mois. 

2. Sérum AN (anti Cerastes cornutus). Le sérum de deux des trois 
chevaux (900, 902, 903) traités par le venin de Cerastes cornutus est déli- 
vré apres cing mois et onze jours d’immunisation. 

La quantité totale de venin administrée 4 chaque animal est de 


(1) Nous rappelons qu’il faut sacrifier 125 vipéres environ pour recueillir 
1 g. de venin. 

(2) G. Ramon, P. Boguer, R. Ricnou, L. Nicor et Mme Derraunay-Ramon, 
Rev. Immunol., 1940-1941, 353. — G. Ramon, P. Boguet, R. Ricuou et 
L. Nico, Ces Annales, 1941, 67, 355. 

(3) E. C&ésart et P. Boguet, Ces Annales, 1935, 55, 307. 


Annrles de l'Institut Pasteur, t. 72, ue" 7-8, 1946. 43 
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730 mg. Le troisitme cheval est mort d’une infection intercurrente 
avant d’avoir été saigné. 

3. Sérum AO (anti Bitis arietans). 3 chevaux (905, 906, 917) soumis 
pendant neuf mois a des injections répétées de venin de Bitis arietans 
ont recu pendant cette période 2 g. 529 d’antigéne, soit 843 mg. par 
cheval. Leur sérum neutralise 1 mg. de venin étalon 4 la dose de 1 cm?. 

B. Méthode actuelle. — 1. Sérum ER. Les deux chevaux préparés par 
des injections de vipére (822, 872) donnent un bon sérum thérapeutique 
deux mois et quinze jours aprés le début de l’immunisation. La dose 
totale de venin injectée & chaque cheval est de 360 mg. 

2. Sérum AN. Le sérum de 4 chevaux (812, 874, 898, 900) qui ont recu 
482 mg. de venin de Cerastes cornutus depuis le 16 juillet 1945, neutra- 
lise le 8 octobre suivant, soit deux mois et vingt-deux jours plus tard, 
1 mg. de venin étalon homologue a Ja dose de 1 cm’. 

3. Sérum AO. Enfin 4 des chevaux (637, 639, 651, 655, 719, 729) immu- 
nisés contre le venin de Bitis arietans, sont réguliérement saignés cing 
mois aprés le début de 1l’immunisation. 

La quantité totale de venin administrée 4 chaque animal est de 
391 mg. Le sérum des deux derniers chevaux n’a pas encore atteint le 
titre exigé pour l’usage thérapeutique. 

En résumé, nous avons réussi a préparer chez le cheval, en peu de 
temps, et en employant des doses de venin relativement minimes, des 
sérums antivenimeux dont l’activité est pour le moins égale a celle des 
serums obtenus par les méthodes usuelles : la méthode classique qui 
exige une immunisation prolongée et la méthode des anavenins, trés 
rapide, sans doute, mais qui nécessite l’emploi de doses d’antigéne 
beaucoup plus élevées. 


Institut Pasteur (Garches). 


ETUDE D’'UN NOUVEL ANAEROBIE CHROMOGENE : 
PLECTRIDIUM VIRENS nv. sp. 


par A. R. PREVOT. 


Kn juillet 1945 j’ai fait des prélévements de vase dans les étangs et 
riviéres de la région de Douai, en vue d’étudier les anaérobies gazo- 
génes des eaux douces. Les résultats de ces recherches, loin d’étre termi- 
nés, paraitront ultérieurement. Parmi les anaérobies déja isolés et déter- 
minés se trouve une espéce chromogéne nouvelle dont voici la des- 
cription : 

Habitat : L’échantillon de vase d’ot j’ai isolé cette bactérie a été 
prélevé dans ]’étang de Palluel, rive Nord, par 4 métres de fond, dans 
un endroit nettement marécageux malgré le courant et donnant en 
permanence un dégagement abondant de gaz des marais. C’est un étang 
d’eau courante, sans abduction d’eaux usées, avec des rives maréca- 
geuses riches en roseaux. C’est la fermentation de ces roseaux apres leur 
mort hivernale qui entretient le riche dégagement gazeux. Le fond de 
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vase en question a comme substratum la marne bleue jurassique du 
Nord. 

Morphologie : Batonnet droit, long de 3 A 4 v, large de 0,6 a 0,8 y, 
trés mobile, qui dans certaines conditions présente une spore terminale 
ronde de 1 y, de diamétre, qui lui donne l’aspect typique en épingle. Il 
est nettement Gram-positif en culture jeune, mais perd cette propriété 
dans les cultures 4gées. Au microscope A fluorescence les corps micro- 
biens de dix 4 quinze jours ne paraissent pas fluorescents (1). En lumiére 
blanche les corps microbiens paraissent légerement verdatres. 


YEE So 


e 
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Plectridium virens. Photo P. Jeantet (x 200). 


Physiologie : Anaérobie trés strict ; il résiste cing minutes 4 100°. Sa 
température optimum de culture parait étre 26°, il pousse trés faible- 
ment et trés lentement 4 18° ; il pousse encore 4 30° mais moins bien 
qu’a 26° et ne pousse plus au dessus de 30°. Les cultures de deuxiéme 
génération 4 30° ne donnent plus de pigment. 

Caractéres culturauz : Ses cultures sont trés lentes et trés peu abon- 
dantes. Il pousse fort peu ou pas du tout sur les milieux ordinaires. Il 
n’est pas fétide. En gélose profonde glucosée les colonies apparaissent 
lentement, en cing 4 huit jours et atteignent leur taille maximum en 
dix 4 quinze jours. Ce sont de grandes colonies ouatées, transparentes, 
qui dans certains cas donnent une forme plus petite, opaque, & contours 


(1) Je remercie M. Jean Levapir1 de son aide aimable. 
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irréguliers. Mais dans l’un et l’autre cas leur caractéristique majeure 
est une magnifique coloration verte fluorescente. Le pigment est soluble 
et diffuse dans toute la gélose mais s’arréte au niveau de la zone aérobie ; 
il ne vire pas. 

Cet anaérobie ne pousse absolument pas en eau peptonée. 

En bouillon VF glucosé anaérobie 4 26° il pousse lentement, en huit 
a dix jours, et aprés le quinziéme jour le bouillon est nettement coloré 
en vert clair. Il n’y a pas de dégagement gazeux. Aprés plusieurs repi- 
quages dans ce milieu, la pigmentation apparait dés le cinquiéme jour. 
La gélatine, le lait, les bouillons additionnés de sérum coagulé, de blanc 
d’ceuf coagulé, de foie, de cervelle, de fibrine, ne donnent aucune culture. 
Il n’est donc nullement protéolytique. Son milieu de choix semble étre 
jusqu’ici la bouillie de pommes de terre ou la décoction de pommes de 
terre; en deux jours déja celles-ci se colorent fortement en vert, donnenrt 
lieu A un dégagement gazeux marqué, et les préparations microscopiques 
montrent un développement abondant. Mais il n’y a pas de liquéfaction 
ultérieure de l’amidon. La bouillie de pois cassés est également un bon 
milieu. Ces données : culture pauvre ou inexistante sur milieux a base 
de protéines animales et riche sur gélose, pomme de terre et pois in- 
diquent une nutrition nettement végétarienne. Aussi ai-je étudié le 
comportement de cette bactérie sur d’autres milieux végétaux inédits. 
La décoction de Lemna minor (2) [qui aprés stérilisation est brun-rosé] 
donne une culture abondante qui verdit rapidement. De méme la décoc- 
tion de Typha angustifolia. Cependant il n’attaque pas la cellulose du 
papier filtre ni celle des fibres végétales naturelles. 

C’est la décoction de Lemna minor qui m’a permis d’étudier 1’action 
sur les glucides. Deux glucides sont fermentés fortement : lactose et 
galactose, un troisiéme l’est plus faiblement : le lévulose. Au contraire, 
le glucose, le maltose, le saccharose, le sorbitol, le mannitol et l’amidon 
ne fermentent pas. Donc dans les bouillies de pomme de terre et de pois 
cassés ce n’est pas l’amidon qui est l’aliment carboné utilisé. 

La recherche de la réduction des nitrates se fait aisément par la tech- 
nique a l’eau peptonée nitratée additionnée de glucides donateurs modé- 
rés d’hydrogéne (3). Avec le lévulose, le galactose et le lactose la réaction 
de Tromsdorff est fortement positive. C’est donc un réducteur énergique 
des nitrates en nitrites. 

Les cultures en bouillon VF glucosé ne donnent pas d’indol. La fer- 
mentation de la décoction de Lemna minor additionnée de 1 p. 100 de 
galactose a donné : 1° acides volatils : propionique/formique entre 2/1 
et 1/1 ; acidité volatile titale : 0,132 g. p. 100 cm® ; 2° NH,=0,153 g. 
p. 100 cm*. Pas d’alcool, de cétone, d’aldéhyde, d’amine volatile, ni 
d’acétyl-méthyl-carbinol. 

Les bouillons de cet anaérobie aprés cing A six jours d’incubation a 26° 
ont une belle couleur vert-clair fluorescent. Cependant les corps micro- 
biens observés au microscope A fluorescence ne se montrent pas fluo- 
rescents par eux-mémes. Le pigment diffuse dans ]’eau des cultures. On 
peut l’en extraire par l’alcool amylique ou l’acétate d’éthyle. I] est peu 


(2) Jai pu faire une abondante récolte de ces pl i 
; I plantes aquatiques sur 
Pétang Colbert, & Plessis-Robinson. a 


(3) A.-R. Prévor et M. Enescu, Ann. Fermentat. (sous presse), 1946. 
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soluble dans 1l’éther et le toluéne, insoluble dans le chloroforme, ia 
benzéne, le xyléne, 1’éther le pétrole, l’oxyde d’isopropyle. 

Notons enfin que cet anaérobie n’a aucun pouvoir pathogéne expéri- 
mental. 

Position dans la systématique : Etant sporulé avec spore nettement 
terminale, Gram-positif et mobile, cet anaérobie se classe sans ambi- 
guité dans le genre Plectridium Fischer. Par 1a il se distingue facilement 
des autres anaérobies chromogénes verts décrits par Carbone et Ven- 
turelli, tous Gram-négatifs, mobiles et A spores clostridiennes : 

Endosporus lustigii, isolé des boues de ruisseau 4 Lucca en Italie, 
est gazogéne, coagule le lait, non indologéne, il donne sur bouillie de 
pomme de terre une teinte verddtre qui 4 la longue vire a l’orangé. Fer- 
ment acéto-butyrique. 

Endosporus ottolenghii. Différe du précédent par ce qu’il est indolo- 
géne et par le virage au rose du pigment vert. Ferment acéto-butyrique. 

Endosporus rossii ne différe d’E. ottolenghii que par le virage au 
violacé de la teinte verdatre. Ferment acéto-butyrique. 

Endosporus sclavoei, isolé de macération de lin en Ombrie, ne donne 
pas d’indol, et son pigment vert vire au brun. 

Endosporus paglianii, isolé de la terre de Milan, donne de 1’indol, et 
son pigment verdatre vire au brun. Ferment butyro-propionique. 

Etant le seul Plectridium vert actuellement connu, cette souche répond 
a une espéce nouvelle pour laquelle je propose le nom de Plectridium 
virens. 

(institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


TITRAGE BIOLOGIQUE DE LA PENICILLINE 
DANS LE SANG ET LE LIQUIDE CEPHALO-RACHIDIEN 
EN PRESENCE D’UN INDICATEUR DE pH 


par Bernarp SUREAU, Francoiss DEPIN et Opitz SCHURR. 


Le titrage de la Pénicilline dans les exsudats et les humeurs est parti- 
culiérement délicat, surtout quand il s’agitdu sang et du liquide céphalo- 
rachidien. I] est cependant utile de suivre le passage de la pénicilline 
dans ces milieux, si ]1’on veut se rendre compte de la régularité et de 
l’efficacité d’un traitement. 

La difficulté de ces dosages provient de ce que la concentration en 
pénicilline y est souvent si faible que toute dilution dans un milieu de 
culture la réduit au-dessous du seuil décelable. 

Pour faire ces dosages, trois méthodes sont’actuellement a notre dis- 
position, la méthode hémolytique de Rammelkamp ; cette méthode a été 
modifiée par Wilson : récemment nous avons proposé avec F. Nitti une 
méthode analogue qui permet d’obtenir des résultats en cing a 
six heures ; la « Slide Cell » de Wright, appliquée par Fleming au dosage 
de la pénicilline, et simplifiée par 1’Ecole d’Oxford sous le nom de « Slide 
Method. » ; enfin la méthode des tubes capillaires de Fleming. La pre- 
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miére de ces techniques est précise, mais délicate, les autres, simples, 
sont peu précises. 

Aussi avons-nous essayé de mettre au point une méthode facile 4 em- 
ployer et néanmoins suffisamment fine et précise. Celle que nous pro- 
posons est basée sur la technique des dilutions, qui consiste 4 ense- 
mencer une série de tubes de culture contenant des doses croissantes de 
pénicilline avec un germe dont on cherche a inhiber la croissance ; mais 
pour rendre le dosage plus facilement lisible, nous ajoutons a chaque 
tube quelques gouttes de sucre et une goutte d’un indicateur de pH ; si 
le germe, le staphylocoque par exemple se développe, le sucre est fer- 
menté et l’indicateur vire. 

Nous avons essayé divers sucres, mannite, maltose, saccharose, lactose, 
glucose. Comme indicateurs nous avons utilisé successivement la teinture 
de tournesoi, l’indicateur universel R.P., le bleu de bromothymol, et la 
phénol sulfone phtaléine. 

Apres avoir utilisé pour de nombreux dosages l’association lactose- 
teinture de tournesol, nous avons en définitive préféré le titrage en pré- 
sence de glucose et de phénol sulfone phtaléine, plus rapide et plus net, 
dont les résultats sont d’ailleurs identiques 4 ceux obtenus par les autres 
méthodes. L’emploi de P.S.P. facilite en outre la lecture dans les cas de 
titrage sur des sangs hémolysés. 

Toutes nos dilutions de milieu & titrer sont faites en eau physiolo- 
gique, ainsi que les dilutions de pénicilline ; 4 chaque tube on ajoute 
V gouttes d’une solution de glucose en eau peptonée contenant la 
P.S.P., ensemencée préalablement avec une dilution -au 1/100 d’une 
culture de vingt-quatre heures en bouillon de staphylocoque Oxford (1). 
La solution glucose-P.S.P. est préparée de la facon suivante : 


Glucoseyars 0p 00s es cara ne XX gouttes. 
1Besish Bee GPa yet aie ABS A 4953 Skuse. X gouttes. 
aU BNC DCODOO i Wceie hades el Sominiet ne te ee 7 c.c. environ. 


La gamme étalon répond au tableau ci-dessous : 


Eau physiologique (en gouttes). ... Ill IV N VI Vit. Vi 
Pénicilline (engouttes) 4 1/40° U. O. cm* en 

eCausphysioloeiqies. <ic1 es wens NID a Vi Vv LY; lll II 
Titre de la dilution aprés addition de 

glucose et de staphylocoque .... 4/20 41/25 4/30 4/37 4/50 4/75 


Normalement, le staphylocoque pousse au 1/50°, la P.S.P. passe du rose 
franc au jaune citron. 


Les dilutions de sérum, de plasma ou de liquide céphalo-rachidien 
sont préparées ainsi : 


Sérum 4 titrer pur (en 


SOULLCS) ear ean Se OV TCV I Vise Vi al a eat I 
Eau physiologique (en 
POLES) yn aun =4 A I NV Ve Vi VL Vi aos 


Titre final aprés addi- 
tion de glucose et de 
staphylocoque. . . . 2/3 3/8 8/415 7/45 2/5 4/3 4/15 4/5 2/45 4/45 


(1) II gouttes de culture de staphylocoques au 1/100 pour la quantité indi- 
quée ci-dessous. 
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Titre final aprés addi- 
tion de glucose et de 


staphylocoque. . . . 3/50 4/78 7/450 4/25 1/30 2/75 4/30 4/75 41/450 
Eau physiologique (en 

Outtes) A) ape eeaee ss I II Ve el View cv, LVS EVI allt x 
Sérum 4 titrer au 1/10° 

(ensgouttes)) si. 44) TX ITT VIC VS EV Oa LV See Tea I 


Bien entendu on ne prépare habituellement qu’une partie de cette 
longue gamme de dilutions, choisie d’aprés la teneur présumée du milieu 
en pénicilline. 

La teneur en pénicilline du milieu a titrer est obtenue de la fagon 
suivante : on multiplie la premiére dilution virée de l]’étalon par ]’inverse 
de la premiére dilution virée au sérum 3 titrer ; puis la derniére dilu- 
tion non virée 4 |’étalon par l’inverse de la derniére dilution non virée 
du milieu a titrer ; on prend la moyenne entre les deux chiffres obtenus. 

La lecture se fait aprés douze 4 quinze heures d’étuve. Elle est facilitée 
par le virage, trés net, au jaune de la P.S.P. La méthode est sensible, 
a 0,02 unités par centimétre cube. Ce titrage peut se faire sur le sérum 
ou le plasma, sur le liquide céphalo-rachidien, et plus généralement sur 
sur tous les milieux stériles ; on peut éventuellement l’appliquer aux 
urines ou 4 n’importe quel exsudat, a condition de stériliser préalable- 
ment ces milieux par passage sur filtre Seitz. 


(Travail du laboratoire de l’Hépital de l'Institut Pasteur.) 


REMARQUES AU SUJET DUN ARTICLE DE M. GUILLOT 
SUR LA FORME ET.LES DIMENSIONS DES BACTERIES 


par M. JOLY. 


Dans un trés intéressant travail expérimental M. Guillot (1) met en 
évidence et analyse avec soin diverses propriétés optiques des cultures 
bactériennes liées a l’orientation des bactéries au sein d’un milieu en 
mouvement. L’idée directrice de cette étude est l’analogie entre la dif- 
fraction d’un rayon lumineux par une suspension de bactéries et la dif- 
fraction des rayons X par un cristal, une poudre ou un liquide. L’expé- 
rience montre effectivement que si l’on fait traverser par un faisceau 
lumineux une bouillie bactérienne pressée entre deux lames de verre 
paralléles, on obtient des figures de diffraction en tout point comparables 
a des diagrammes de Bragg ou de Debye et Scherrer, le type de dia- 
eramme variant suivant que les plaques de verre sont immobiles ou que 
l’une se déplace parallélement 4 l’autre. 

Dans les cas de cultures immobiles, M. Guillot obtient comme figure de 
diffraction un anneau diffus. Dans les cas des cultures soumises 4 un 
gradient de vitesse qui oriente les bactéries, il obtient un diagramme 
tétragonal pour les bactéries cylindiques et un diagramme hexagonal 


(1) M. Gumuor, ces Annales, 1945, 74, 18 et 121. 
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pour les staphylocoques. Dans ce dernier cas, il constate qu’une rotation 
de 90° de la direction du mouvement entraine une rotation de 90° du 
diagramme hexagonal et que, d’autre part, au moment du changement 
de sens du mouvement, il y a réapparition de ]’anneau diffus. M. Guillot 
en déduit que chaque staphylocoque posséde une symétrie hexagonale 
et a la forme d’une petite sphére coupée par six pans. 

Nous nous proposons de montrer que les résultats obtenus par M. Guil- 
lot mettent en évidence de facon remarquable l’arrangement des bacté- 
ries dans une bouillie bactérienne et que, pour les interpréter, il suffit 
de considérer l’assemblage compact de bactéries possédant, suivant les 
cas, les éléments de symétrie d’un cylindre, d’un parallélépipede ou 
d’une sphére et, qu’en particulier, il n’est pas nécessaire d’avoir recours 
a l’hypothése d’un staphylocoque a six pans, hypothése qui ne semble 
d’ailleurs pas confirmée par la microscopie électronique (2) et qui sup- 
pose une interprétation des diagrammes pas tout a fait conforme a la 
théorie de la diffraction par les réseaux. 

En effet, M. Guillot prend les dimensions des bactéries comme inter- 
valle du réseau et considére la réflexion des rayons lumineux en des 
points opposés d’une méme bactérie, au lieu de prendre comme inter- 
valles du réseau les distances entre des points homologues de bactéries 
voisines, ce qui respecterait le parallélisme lumiére-rayon X, bactérie- 
molécule. Il ne faut pas oublier, en effet, que les diagrammes de rayons X 
donnent les dimensions des mailles élémentaires, c’est-a-dire des motifs 
reproductibles par la translation, et non les dimensions de chaque molé- 
cule, de méme qu’ils indiquent les degrés de symétrie de la maille et 
non ceux de la molécule. On sait, par ailleurs, que dans les spectres d’un 
réseau de l’optique classique utilisé par transmission, c’est la distance 
entre les traits du réseau qui détermine la position des raies, 1’épaisseur 
du trait n’intervenant que dans la netteté de ces raies. Ici, c’est Ja dis- 
tance entre les bactéries qui est 1’équivalent de ]’intervalle entre les traits 
du réseau, alors que les dimensions bactériennes correspondent a 1’épais- 
seur du trait. 

D’une facon plus précise, quand un faisceau de rayons X se diffracte 
en traversant un cristal, une poudre ou un liquide, ce phénoméne n’est 
pas dt a des réflexions sur la périphérie des molécules (périphérie qui 
n’a d’ailleurs pas de réalité géométrique). Ce sont les plans de densité 
maxima, c’est-a-dire, ceux qui contiennent le plus grand nombre des 
atomes les plus lourds qui jouent le réle de surfaces diffusantes, chaque 
alome se comportant en gros comme un oscillateur émettant une onde 
de méme fréquence que l’onde incidente. En outre, pour qu’on obtienne 
des figures de diffraction nettes, il faut que ces plans soient en assez 
grand nombre, qu’ils soient groupés en systémes paralléles et que dans 
chaque systéme ils soient tous équidistants. En effet, les maxima d’in- 
terférence correspondent a l’accord de phase entre les rayons diffractés 
par ces plans et leur intensité dépend du nombre de ces plans et surtout 
de la régularité de leur équidistance. C’est pourquoi un monocristal 
donne des taches de diffraction A contour trés net, tandis qu’un liquide 
donne des anneaux diffus : dans le premier cas le parallélisme et 1’équi- 
distance des plans de grande densité sont rigoureux et étendus A tout le 


(2) Wituiam et Wycxorr. Proc. Soc. exp. Biol. Med., 1945, 54, 265. 
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cristal, tandis que dans le second cas ils ne sont que locaux et approxi- 
matifs. 

De méme, dans le cas d’une suspension de bactéries diffractant un 
faisceau de lumiére ordinaire, ce n’est pas la périphérie de chaque bacté- 
rie qui va réfléchir la lumiére et provoquer des interférences. Ce sont les 
plans contenant la plus forte densité de bactéries qui vont se comporter 
comme des surfaces diffusantes. Comme précédemment, la considération 
de ces plans permettra, dans le cas d’un arrangement régulier des bac- 
téries, de définir ]’équivalent d’une maille élémentaire ainsi que les élé- 
ments de symétrie de cette maille. Il en résulte également que lorsqu’on 
aura un assemblage compact de bactéries, on pourra déduire du dia- 
gramme de diffraction des indications sur la forme et les dimensions des 
bactéries, de la méme facon qu’un diagramme de cristal d’acide gras, 
par exemple, renseigne sur la forme et les dimensions de la molécule de 
cet acide. Dans le cas ot il n’y a pas orientation des bactéries, on a 
l’équivalent d’un liquide, chaque bactérie de la culture jouant le rdéle 
d’une molécule du liquide ; par suite du désordre, on obtiendra un 
anneau diffus comme figure de diffraction. 

Compte tenu de ces considérations sur la diffraction par les réseaux, 
on peut apporter les modifications suivantes 4 l’interprétation des résul- 
tats obtenus par M. Guillot. 

Notons tout d’abord que dans une bouillie bactérienne, on a des bacté- 
ries suffisamment proches les unes des autres pour que la distance de - 
deux bactéries voisines soit du méme ordre de grandeur que les dimen- 
sions de chaque bactérie. I] en résulte que ]’arrangement de ces bactéries 
correspond pratiquement & l’assemblage compact. 

En absence de mouvement des plaques de verre, les bactéries sont 
réparties au hasard. Si l’on a arrangement quasi compact a petite dis- 
tance, on a désordre 4 grande distance, d’ou une structure comparable 
a celle d’un liquide ce qui explique que l’on obtienne comme diagramme 
un anneau diffus. Cette figure de diffraction circulaire exprime la symé- 
trie de révolution d’un assemblage quasi compact désordonné, et non 
l’existence de bactéries 4 symétrie de révolution. 

Lorsqu’il y a mouvement des plaques de verre, parallélement a leur 
plan, trois cas sont 4 considérer : 

1° Si les bactéries ont une de leurs dimensions nettement plus grande 
que les deux autres, elles s’orientent de fagon que leur plus grande 
dimension soit paralléle aux lignes de courant. Comme on a affaire 4 
une bouillie bactérienne, et non 4 une suspension diluée, il y a arrange- 
ment compact de batonnets (fig. 1) et on obtient un diagramme de fibre 
dont les deux périodes sont précisément du méme ordre de grandeur 
que la longueur et le diamétre de la bactérie étudiée. 

2. Si on est en présence de bactéries plates telles que B. typhosum, par 
exemple, elles vont se disposer comme un carrelage dans des plans paral- 
léles aux lames de verre, leur plus grande dimension orientée dans le 
sens du mouvement. Il en résultera un diagramme formé de quatre 
taches situées aux sommets d’un losange, diagramme 4 partir duquel, 
dans le cas de l’assemblage compact, on pourra déterminer l’ordre de 
grandeur de la longueur et de la largeur de la bactérie examinée. 

8. Si les bactéries ont leurs trois dimensions du méme ordre, 1|’hydro- 
dynamique des suspensions montre que lors du mouvement ce n’est pas 
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chaque bactérie qui va s’orienter, mais l’ensemble de la culture qui va 
se disposer de facon que les files de densité maxima de bactéries soient 
paralléles aux lignes de courant du milieu mobile. Il en résulte que le 
mouvement va introduire de l’ordre 4 grande distance dans l’arrange- 
ment quasi-compact initial et le transformer en un ‘arrangement compact 
régulier. Par suite, les bactéries vont se disposer dans des plans paral- 
léles aux plaques de verre, chacun de ces plans se déplacant d’un bloc 


Fie. 2. — Assemblage compact de bactéries sphériques. 


au cours du mouvement laminaire. D’autre part, dans chacun des plans 
du fait de l’arrangement compact, les bactéries sont réparties suivant un 
réseau hexagonal (fig. 2) [disposition qui correspond a l’encombrement 
minimum pour un ensemble d’objets a symétrie de révolution] et 
comme les files de densité maxima sont orientées dans le sens du mouve- 
ment, un cété des hexagones sera paralléle a la direction du mouvement. 
La figure de diffraction correspondante sera donc formée de taches dispo- 
sées aux sommets d’un hexagone dont un des cétés est perpendiculaire 
a la direction du mouvement (les taches de diffraction d’un diagramme 
étant d’autant plus espacées que les plans de densité maxima du réseau 
qui leur donne naissance sont plus rapprochés). 
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Lorsque la direction du mouvement tourne de 90°, cela entrafne une 
rotation de 90° des files de densité maxima, d’ot, pendant la rotation 
un rétablissement momentané du désordre initial et la réapparition d’un 
anneau de diffraction diffus qui, dés que le nouveau régime de mouve- 
ment est établi, est remplacé par une figure de diffraction hexagonale, 
déduite de la précédente par une rotation de 90°. 

Il serait intéressant de vérifier qu’une rotation de 60° ou 120° de la 
direction du mouvement n’entraine aucun déplacement de la figure de 
diffraction, du fait de la symétrie ternaire des files de densité maxima 
dans un réseau hexagonal. 

Nous voyons done que les observations de M. Guillot tendent a confir- 
mer la symétrie de révolution (et vraisemblablement la symétrie sphé- 
rique) des staphylocoques, tout en ne nécessitant pas l’existence des six 
pans réfléchissants. 

En résumé, nous voyons qu’en absence d’orientation, les bactéries 
étant réparties au hasard dans la culture mais étant trés proches les unes 
des autres, la structure de la bouillie bactérienne est équivalente A celle 
d’un liquide, d’ot un diagramme d’anneau diffus. Dans le cas des bacté- 
ries allongées, lorsqu’elles sont orientées par le mouvement, elles se dis- 
posent en files paralléles, ce qui nous donne une structure de fibre et le 
diagramme correspondant ; dans le cas des bactéries de symétrie quasi- 
sphérique, elles se disposent lors du mouvement en un réseau hexagonal 
qui correspond A l’assemblage compact, et donnent nécessairement un > 
diagramme hexagonal. Tout ceci sans faire appel a l’existence de surfaces 
réfléchissantes d’orientation particuliére 4 la périphérie des bactéries. 

L’utilisation systématique de cette méthode fort ingénieuse peut per- 
mettre de faire la « cristallographie » des cultures bactériennes et d’ob- 
tenir ainsi de trés nombreux renseignements sur la forme et l’arrange- 
ment des bactéries. , 

Je tiens a remercier tout particulitrement M. Dervichian pour les nom- 
breuses suggestions qu’il m’a faites au cours de la discussion des inter- 
prétations précédentes et pour les conseils qu’il a bien voulu me donner 
pour la rédaction de cette note. 


INTERET DU MILIEU D’ENRICHISSEMENT COMBINE 
DE KAUFFMANN POUR L’ISOLEMENT DES SALMONELLA 
D’APRES UNE ETUDE!COMPAREE 

DE 420 COPROCULTURES 


par R. SOHIER, J. GREGOIRE, G. ROULIN et R. BETHOUX. 


Les nouvelles techniques d’isolement des Salmonella a partir des selles 
et en particulier celles considérées actuellement 4 |’étranger comme les 
meilleures (1) [méthode de Wilson et Blair d’une part, et méthode de 


(1) Nous n’avons pas eu la possibilité dutiliser les milieux au sélénite qui 
semblent aussi pouvoir étre retenus de méme que le milieu liquide denri- 
chissement de Wilson et Blair. 


672 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


de Muller, Kauffmann d’autre part], n’ayant été, a s’en tenir aux 
faits publiés, que trés peu étudiées en France, nous croyons utile d’ap- 
porter dés maintenant et encore qu’elles méritent d’étre complétées, les 
observations que nous avons faites depuis quinze mois d’aprés 420 copro- 
cultures. 

Nous avons comparé les résultats obtenus respectivement par l’en- 
semencement direct d’une émulsion de selle sur plaques de gélose lac- 
tosée tournesolée, sur milieu solide de Wilson et Blair (2), enfin par le 
procédé combiné de Kauffmann, comportant d’abord l’enrichissement 
obtenu en diluant gros comme un pois d’une selle solide ou non solide, 
ou 1 cm? de selle liquide dans un bouillon type Miller au tétrathionate 
avec vert brillant et bile (3), puis l’isolement sur plaques de gélose au 
vert brillant [formule de Kristensen modifiée par Kauffmann (3)]. 

Sur 420 selles provenant les unes de malades atteints de formes ty- 
piques, atypiques, frustes, d’infections typhoparatyphoides, de conva- 
lescents, enfin de sujets sains ne vivant pas en milieu épidémique (con- 
tréle systématique chez des sujets employés 4 l’alimentation de collec- 
tivités), 74 ont été examinées par les trois méthodes, 293 par ensemence- 
ment sur gélose lactosée tournesolée et procédé de Kauffmann, les autres 
uniquement avec cette derniére technique. Les résultats d’ensemble ont 
été les suivants : 27 Salmonella ont été isolées, dont 17 dans des états 
typho-paratyphoides typiques, 6 au cours d’épisodes diarrhéiques ou 
dysentériformes survenus dans un camp de prisonniers, 2 chez des conva- 
lescents et 2 chez des porteurs sains. 

Dans 18 cas, les Salmonella n’ont été retrouvées que sur un seul des 
milieux utilisés, dont 13 par la méthode de Kauffmann (3 bacilles 
d’Eberth, 1 para A, 6 para B et 3 para C) ; 3 sur gélose lactosée (1 Eberth, 
1 para A et 1 para B) ; 2 sur Wilson et Blair (2 para B). Dans 5 cas les 
germes isolés par le procédé de Kauffmann étaient retrouvés sur un 
autre milieu, deux fois sur gélose lactosée tournesolée (1 Eberth, 1 
para B), 3 fois sur milieu de Wilson et Blair (8 para B) et une fois sur 
tous les milieux (1 para B). Chez une malade il arriva enfin que deux 
fois le germe isolé simultanément sur ces deux milieux n’était pas retrou- 
vé par le procédé de Kauffmann, mais a un troisiéme examen il était 
isolé par les trois méthodes. 

Ne pouvant dans cette note rapporter en détail toutes les observations 
faites au cours de ces isolements, lesquelles feront l’objet d’une autre 
étude d’ensemble, nous ne retiendrons que celles qui nous paraissent 
les plus importantes. 

Le procédé Kauffmann apparait comme de beaucoup le meilleur, ceci 
en accord avec les auteurs étrangers Kleiner, Shimazu, Walch et Demoor, 
Aocki, Tsuda et Takanashi, Waldhecker, Szper, Tejdal et Caspersen, 
Kemkes et Steigler, Steuer et Schindler, Drbohlav et Kurylomicz, Molina, 
et avec les constatations récentes de Le Minor (Thése de Paris, 1945). 
Encore aurait-il pu vraisemblablement donner un plus grand nombre 
encore de résultats positifs et dans des délais plus courts si trois repi- 


(2) Préparé selon la technique indiquée par Carrieu, Lisb - 
bault, Rev. Hyg., 1939, 571. 3 mimi 


(3) Ces milieux ont été préparés selon les techniques indiquées dans ]’ex- 


cellent livre de Kaurrmann : Die Bakteriologie der Salmonella Gruppe, Einar 


Munksgaard, Kopenhagen, 1941. 
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quages (recommandés par Boecker et Kauffmann) avaient été faits pour 
chaque cas, dont un aprés cing a huit heures. Divers facteurs, en parti- 
culier d’ordre matériel, ne nous ont pas permis de toujours les réaliser, 
la plupart des ensemencements sur milieu de Kristensen ayant été faits 
aprés dix-huit 4 vingt-quatre heures d’enrichissement. Le milieu de Wil- 
son et Blair, utilisé d’ailleurs pour 74 recherches seulement, nous a 
donné des résultats inférieurs 4 ceux annoncés par son auteur, par divers 
observateurs étrangers et en France par Lisbonne. Mais on doit tenir 
compte de ce que nous avons employé non pas le milieu DIFCO auquel 
avaient habituellement recours ces auteurs, mais un milieu préparé par 
nous. Or, la qualité des composanmts et en particulier du citrate de bis- 
muth ammoniacal peut, ainsi que nous l’avons observé aprés d’autres, 
diminuer notablement les chances d’isolement des Salmonella et surtout 
d@’identification de leurs colonies dont Cernozubov a décrit les multiples 
variantes retrouvées en partie par nous. 

Nous nous proposons de reprendre l’essai de la technique de Wilson 
el Blair lorsque nous aurons pu nous procurer le milieu DIFCO, ou les 
produits purs servant a le préparer. 

Mais sur le plan pratique, la technique de Kauffmann apparait comme 
la plus commode pour un laboratoire ayant a effectuer des examens bac- 
tériologiques de selles 4 toute heure du jour et en méme temps que 
d’autres expertises parfois plus urgentes. L’ensemencement d’une petite 
quantité de selles dans le milieu d’enrichissement trés facile 4 préparer 
peut étre effectué rapidement par n’importe quel aide, le repiquage 
sur milieu d’isolement de préparation également simple et d’efficacité 
constante étant fait aprés un nombre d’heures variables par le bacté- 
riologiste qui n’aura en pratique (mise 4 part la géne créée parfois par 
jie Proteus) aucune difficulté 4 reconnaitre les colonies, méme peu 
nombreuses. La question se pose d’ailleurs de savoir, et nous poursuivons 
des recherches A ce sujet, si lorsque des délais assez longs sont nécessaires 
pour l’envoi des selles au laboratoire, il n’y aurait pas intérét a en pla- 
cer dés l’émission, un fragment dans un flacon contenant le milieu d’en- 
richissement. Quoi qu’il en soit, la technique de Kauffmann mérite 
d’étre utilisée désormais et est appelée A rendre de trés utiles services. 


VALEUR COMPAREE DE LA GELOSE LACTOSEE 
TOURNESOLEE ET DU MILIEU D’ENRICHISSEMENT 
ET D'ISOLEMENT DE KAUFFMANN 
POUR LE DIAGNOSTIC DES DYSENTERIES BACILLAIRES 


par R. SOHIER, J. GREGOIRE, G. ROULIN et R. BETHOUX. 
Lorsque Kauffmann a attiré l’attention sur l’utilité de la méthode 


d’enrichissement et d’isolement qu’il a mise au point pour la recherche 
des Salmonella (1) dans les selles, il a signalé également les services 


(1) In Kaurrmann, Die Bakteriologie der Salmonella Gruppe, Einar Munks- 
gaard, Kopenhagen, 1941. 
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qu’elle pouvait rendre pour le diagnostic des dysenteries bacillaires. 
Parallélement aux recherches que nous poursuivions concernant les 
infections typhoparatyphoides, nous avons procédé 4 une étude com- 
parée des résultats obtenus pour l’isolement des bacilles dysentériques, 
d’une part aprés ensemencement d’une dilution de selle sur gélose 
lactosée tournesolée, d’autre part aprés enrichissement dans le bouillon 
au tétrathionate vert malachite et bile de Kauffmann (1), puis isolement 
sur gélose au vert brillant [type Kristensen, modifié par Kauffmann ie 
Nous avons d’ailleurs été conduits A procéder ainsi, en particulier au 
cours d’épidémies d’états infectieux avec diarrhée survenus dans des 
camps de prisonniers et dans le déterminisme desquels les médecins 
supposaient, avec des raisons valables, l’intervention, soit de bacilles 
dysentériques, soit de Salmonella, les deux variétés de germes s’étant 
d’ailleurs trouvées en cause A certains moments. Convaincus de la supé- 
riorité de la méthode de Kauffmann pour l’isolement des Salmonella, 
nous l’avons utilisée tout en cherchant dans quelle mesure elle ren- 
drait les mémes services chez les dysentériques. Or, 205 coprocultures 
effectuées, les umes au cours de dysenteries cliniquement typiques, 
d’autres chez des sujets atteints de troubles intestinaux divers, nous 
ont donné les résultats suivants : 54 bacilles dysentériques para- ou 
métadysentériques ont été isolés ; 35 l’ont été seulement sur gélose 
lactosée tournesolée (2 Flexner, 14 Hiss, 8 Schmitz, 8 bacilles type B 
de Morgan et 3 types B de Castellani). 15 l’ont été seulement par la 
méthode de Kauffmann (11 Schmitz, 1 Strong, 1 d’Hérelle, 2 B de 
Castellani). Dans 4 cas seulement les bacilles ont été retrouvés sur les 
deux milieux (1 Flexner, 1 Schmitz, 1 Morgan, 1 Castellani). 

De ces premiéres constatations, que nous nous proposons d’ailleurs 
de compléter par d’autres investigations, il ressort déja que la gélose 
lactosée reste un bon moyen d’isolement des bacilles dysentériques et 
que la technique de Kauffmann ne convient pas a l’isolement du bacille 
de Hiss. Il convient de noter 4 ce propos que ce n’est pas le bouillon 
milieu d’enrichissement qui semble surtout défavorable a ce germe, 
mais plutédt la gélose au vert brillant type Kristensen, car lorsqu’on 
ensemence a partir du milieu liquide d’enrichissement, d’une part, 
une gélose lactosée tournesolée, d’autre part un milieu type Kristensen, 
le bacille de Hiss pousse sur le premier, mais n’est pas retrouvé sur le 
second. Il en va sensiblement de méme pour le bacille de Flexner et 
le bacille type Morgan, encore qu’ils aient été retrouvés chacun une 
fois par les deux techniques. Pour un bacille de Strong et un type 
de d’Hérelle retrouvés seulement avec la méthode de Kauffmann, il n’est 
pas possible de tirer des conclusions valables. Enfin les bacilles type 
Schmitz et Castellani poussent indifféremment sur les deux milieux, 
le bacille de Schmitz paraissant cependant plus facilement isolé par 
le procédé de Kauffmann. 

En ce qui concerne ces germes, il convient de remarquer, croyons- 
nous, que l’un des avantages des milieux de Kauffmann est de per- 
mettre une reconnaissance plus facile des bactéries ne fermentant pas 
le lactose, alors qu’elles peuvent échapper lorsqu’elles sont peu nom- 
breuses sur une botte de gélose lactosée tournesolée, ot a pu abon- 
damment cultiver le colibacille. Notons, par ailleurs, que les bacilles 
dysentériques auraient pu étre plus facilement isolés si nous avions 
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procédé a des repiquages a des intervalles variables et en particulier 
apres cing heures, alors que la plupart du temps ils étaient faits aprés 
dix-huit heures 4 vingt-deux heures de séjour des selles dans le milieu 
d’enrichissement. 

Il ne saurait étre question de substituer a la classique gélose lactosée 
tournesolée le milieu d’enrichissement et d’isolement de Kauffmann 
qui, s’il nous a donné des résultats encourageants comme a Kauffmann, 
Waldhecker, Steuer et Schindler pour l’isolement des bacilles dysen- 
lériques, est surtout intéressant, de l’avis méme de Kauffmann, pour 
le diagnostic des infections typhoparatyphoides. Mais on doit recon- 
naitre que lusage simultané de ces deux techniques facilitera le 
diagnostic bactériologique de certaines dysenteries bacillaires. En outre, 
et nous croyons devoir y revenir, une telle maniére de faire trouvera 
sa raison d’étre au cours d’épidémies de diarrhées dont l’étiologie 
demeure imprécise, ne serait-ce qu’en permettant d’identifier parmi 
des dysenteries ou des diarrhées dysentériformes, des atteintes plus ou 
moins atypiques d’infections 4 Salmonella ou des porteurs de bacilles 
typhoparatyphoides qui, avec les seules techniques utilisées précédem- 
ment, auraient pu étre ignorées. 

Ainsi ces premiéres constatations, tout en faisant ressortir le mode 
de comportement différent sur divers milieux d’isolement des bacilles 
des dysenteries microbiennes, incitent A retenir la méthode de 
Kauffmann parmi celles que l’on pourra mettre en ceuvre simultané- 
ment, tant pour isoler avec le plus de chances de succés certains des 
germes qui les provoquent, que pour déceler, le cas échéant, des Sal- 
monella intervenant dans le déterminisme de syndromes dysentéri- 
formes, pouvant étre confondus cliniquement avec des dysenteries 
bacillaires. 


La communication suivante paraitra en Mémoire dans les Annales 
de l'Institut Pasteur : 


Recherches sur l’activité relative des micro-organismes cellu- 
lolytiques aérobies et anaérobies dans le sol, par J. Pocon et 
Y. T. TcHan 


RAPPORT DE LA COMMISSION SUR LES UNITES METRIQUES 


M. Prévot : Notre Commission s’est réunie pour examiner le probleme 
posé par M. Lépine dans la séance du 8 novembre 1945. 

Deux documents ont servi de base aux discussions. 

1° Le tableau des unités légales adoptées par les physiciens et chimistes 
francais, tableau qui est actuellement officiellement adopté par les grandes 
écoles, les Sociétés savantes et les syndicats industriels. 

2° Les recommandations de la Commission de documentation de ’A.T.S. 
au sujet de la présentation des publications scientifiques. 


* 
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D’aprés le premier document le systeme légal en France et dans les pays 
ayant adhéré au systeme métrique est le systéme CGS, concurremment avec 
son dérivé le systeme MKS. Les unités de volume de ces systemes sont 
d’aprés ces documents : 


En C.G.S. : Centimétre cube. 
En M.K.S. : M§== 40° cm’*. 


Rappelons que le litre, unité de capacité, dérive, non pas de létaloa 
de longueur, mais du kilogramme-étalon, et que, en toute rigueur 
1 ml=1.000.027 cm. Si l’on adoptait le ml, les mesures de volume ne 
dériveraient donc pas directement de la mesure des dimensions linéaires, 
alors que dans notre géométrie, les aires et les volumes dérivent logi- 
quement des longueurs. Il est donc pour le moins inutile, d’adopter deux 
unités arbitraires — le métre et le litre — respectivement pour la mesure 
de deux grandeurs qui dérivent logiquement lune de l'autre. 

Etant donné que les Sociétés savantes frangaises dont lAcadémie des 
Sciences et la Société de Chimie biologique ont adopté sans restriction ces 
systémes A l’exclusion de tout autre, il nous parait impossible d’en adopter 
un autre et nous proposons que la Société Francaise de Microbiologie 
conseille A ses membres [utilisation de ces unités et de leurs abréviations 


Ceci est le texte du rapport rédigé par notre Commission, qu’en qualité 
de doyen d’age j’avais charge de vous lire. 

Permettez-moi de garder la parole quelques minutes encore, pour vous 
faire une autre proposition en mon nom personnel en tant que simple bacté- 
riologiste et en tant que membre du Comité International de Nomenclature. 

A tout moment nous sommes arrétés par des problémes de nomenclature, 
dont le cas soulevé par notre Secrétaire général n’est qu'un exemple 
entre mille. 

Or, dans le deuxiéme document cité plus haut (ATS) se trouvent de nom- 
breuses recommandations pour la présentation des publications scienti- 
fiques ; parmi ces propositions il en est de deux sortes. Les unes ont trait 
au conformisme qu’on doit adopter pour ces publications ; pour celles-ci 
nous sommes entiérement d’accord avec lui. 

Les autres ont trait a l’adoption des régles de la Nomenclature binominale, 
déja employées par les botanistes et par les zoologistes. Mais en ce qui 
concerne les régles de nomenclature microbiologique l’‘ATS nous recom- 
mande de choisir entre le Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
et le Topley et Wilson. Or, les doctrines de ces deux traités ne sont pas les 
mémes ; elles sont méme opposées. Ainsi l’espéce perfringens s’appelle 
dans le premier: Cl. perfringens, et dans le deuxiéme : Cl. welchii, et tous 
les deux ont tort, car si perfringens a bien la priorité et est le seul nom 
spécifique qui puisse étre retenu puisqu’il date de 1898 alors que welchii 
a été proposé en 1900 par Migula, par contre il ne s’agit pas d’un Clos- 
tridium, puisque l’espéce perfringens est aciliée, immobile et encapsulée, 
alors que le genre Clostridium défini par son espéce-type Cl. butyricum est 
mobile, cilié, et non encapsulé. Autre exemple : l’espéce fusiformis Vincent, 
est appelé dans le premier Fusobacterium plauti-vincenti alors qu’elle n’est 
ni un Fusobacterium, ni un plauti, et Fusiformis fusiformis dans le second 
qui cette fois a raison. 

Troisiéme exemple : récemment l'un de nous, lisant un mémoire anglais, 
y lit C. violaceum. Or, parmi les 16 bactéries ayant comme nom spécifique 
violaceum, 3 sont rapportées 4 des genres dont la premiére lettre est C: 
Cladothriz, Chromobacterium et Chromatium. De laquelle des trois espéces 
s’agissait-il ? Par l'étude des figures nous avons conclu qu’il s’agissait de 
Chromobacterium violaceum. Mais les microbiologistes qui ne sont pas 
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familiarisés avec ces groupes bactériens ne peuvent pas résoudre faci- 
lement ces problémes de nomenclature et je vous propose ceci: 

« Afin de résoudre toutes les questions de nomenclature qui intéressent 
au premier chef les microbiologistes de langue francaise, 1l’Association 


décide de constituer un Comité permanent chargé d’étudier ces problémes 
et den proposer des solutions. 


Le Comité, qui constituerait la Section francaise du Comité Interna- 
tional de Nomenclature comprendrait les membres élus en 1939 (2 bacté- 
riologistes et 1 protistologiste), ainsi que des membres désignés dés main- 


tenant dont 1 virologue, 1 phytopathologiste, 1 mycologue, 1 biochimiste 
et 1 physicien. » 


Ce Comité rédigerait tous les deux ou trois ans la somme de ses travaux 


pour les présenter aux Congrés biennaux de ]’A. M. L. F. et aux Congrés 
triennaux de la Société Internationale de Microbiologie. 


RESOLUTION 


Sur le rapport de la Commission, la Société décide & Vunanimité que 
le systéme C.G.S., concurremment avec son dérivé M.K.S., est seul légal. 
Les unités de volume de ces systémes sont donc 


En C.G.S. : Centimétre cube. 
En M.K.S. : M? = 40° cm’. 


Le litre, unité de capacité, dérive non pas de l’étalon de longueur, 
mais du kilogramme-étalon et, en toute rigueur, 1 ml = 1.000.027 cm? 
Si Von adoptait le millilitre, les mesures de volume ne dériveraient 
done pas directement de la mesure des dimensions linéaires, alors que 
dans notre géométrie les aires et les volumes dérivent logiquement des 
longueurs. Il est donc pour le moins inutile d’adopter deur unités arbi- 
traires, le métre et le litre, pour la mesure de deux grandeurs qui 
dérivent logiquement l’une de l’autre. 

Sur la proposition de M. Prévot, 1’Assemblée décide qu’il y a lieu de 
constituer un Comité permanent chargé d’étudier les questions de 
nomenclature, et désigne pour faire partie de ce Comité : 

MM. Hauduroy, Prévot et Lwoff, nommés en 1939, auxquels elle 
adjoint : MM. Magrou, Limasset, Lépine, Bonét-Maury, Grabar. Un 
latiniste sera adjoint, lorsque le besoin s’en fera sentir ; M. Ph. Dollfus 
sera consulté dans ce cas. 


Annales de Vinstitut Pasteur, t. 72, n* 7-8, 1946, 44 
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Séance du 3 janvier 1946. 


Présidence de M. GASTINEL. 


COMMUNICATIONS 


SUR LES PROPRIETES ANTIGENIQUES 
DE LA REAGINE SYPHILITIQUE 


par R. LAPORTE, J. J. PEREZ et L. HARDRE DE LOOZE. 


Le diagnostic sérologique de la syphilis utilise le phénoméne de flocu- 
lation des suspensions colloidales de certains phospho-amino-lipides 
par le sérum sanguin. Si l’on met en présence le sérum d’un sujet 
syphilitique avec une suspension colloidale de ces lipides dans l’eau 
salée, on observe, en effet, que le mélange flocule & condition que le 
rapport des concentrations du sérum et de la suspension de lipides 
soit compris entre certaines limites (phénoméne de zone). Au contraire, 
il ne se produit pas de floculation avec les sérums normaux, ou, si on 
l’observe, c’est dans une zone tout a fait différente et moins étendue. 
La substance de nature indéterminée a4 laquelle serait di le pouvoir 
floculant caractéristique des sérums syphilitiques a recu le nom de 
« réagine » ; c’est dans la fraction globulinique des sérums que cette 
substance est localisée. 

I] nous a paru intéressant de rechercher si la réagine ne peut pas 
étre mise en évidence autrement que par son pouvoir floculant ; si, 
par exemple, des propriétés antigéniques propres ne pourraient pas 
servir a la caractériser. 

Nous avons tenté, en premier lieu, de mesurer la fraction protéinique 
du sérum syphilitique qui entre en jeu dans la réaction de floculation. 
Pour cela, nous avons effectué la réaction de clarification de 
Meinicke (M K R ID) avec des sérums syphilitiques et des sérums nor- 
maux, L’antigéne de Meinicke est une solution alcoolique de lipides 
de coeur de boeuf additionnée de baume de tolu dont le réle est de 
rendre directement visible, en le grossissant, le précipité formé par les 
lipides en présence de sérum syphilitique. On utilise l’antigéne apres 
l’avoir mis en suspension dans de l’eau salée a 3,5 p. 100. Avec les 
sérums syphilitiques le mélange suspension colloidale-sérum flocule 
spontanément en donnant naissance A un précipité trés cohérent que 
lon peut laver a plusieurs reprises avec de l’eau physiologique de facon 
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a le débarrasser de toute trace de sérum. Avec les sérums normaux, 
il ne se produit pas de floculation spontanée mais le mélange est dans 
un état colloidal assez grossier (1), de sorte qu’il s’éclaircit enti¢rement 
par centrifugation. Le culot de centrifugation est constitué par un pré- 
cipité beaucoup moins cohérent que celui formé avec les sérums syphi- 
litiques, il est néanmoins possible de le laver 4 plusieurs reprises avec 
de l’eau salée, en centrifugeant entre chaque lavage. 

Nous avons mesuré, par la méthode de Kjeldahl, la teneur en azote 
des précipités obtenus avec 10 cm® de sérum humain normal ou syphi- 
litique. Voici, 4 titre d’exemple, les résultats fournis par deux sérums 
positifs et deux sérums négatifs : 


Premier sérum ‘syphilitique. < sj... %.sia) ayer wo oe ea 0,238 mg. 
Deuxteme sérumy syphilitiques. pend, onsen 0,17 mg. 
Premier Sonyime NOrmale os asco i: eu kcpi ies ve eeu: 0,091 mg. 
Deameme SCruUmMmnNOlMal co. ccs for wich Sus uclan i 0,036 mg. 


Les chiffres d’azote ont été corrigés en défalquant des nombres bruts 
la teneur en azote du culot de centrifugation d’un volume de suspen- 
sion d’antigéne égale a celui que l’on emploie pour effectuer les réac- 
tions sériques. En multipliant les teneurs en azote par 6,25 on obtient : 


Pour les deux sérums positifs. ........ 1,49 et 1,06 mg. 
Pour les deux sérums normaux. ....... 0,57 et 0,225 mg. 


ces nombres représentent approximativement la teneur des précipités 
en protéine d’origine, sérique. 

On voit que ces teneurs sont trés faibles, aussi bien pour les sérums 
positifs que pour les sérums négatifs, ce qui nous indique que la frac- 
tion des globulines représentant la « réagine » est extrémement réduite 
(de l’ordre du 1/300 de la totalité des globulines). On pouvait, il est 
vrai, se demander si les lavages répétés des précipités n’entrainaient 
pas une dissociation du complexe lipides-réagine, mais des résultats 
tout a fait comparables ont été obtenus avec des précipités non lavés, 
simplement recueillis dans des tubes paraffinés et débarrassés de 1’excés 
de liquide par essorage au papier filtre. 


* 
* 


Nous avons recherché dans un deuxiéme temps si les précipités 
obtenus avec la réaction de Meinicke possédaient un pouvoir antigé- 
nique in vivo malgré leur faible teneur en protéines spécifiques. Pour 
cela deux lapins ont recu, tous les trois jours, une injection intra- 
veineuse du précipité lavé donné par 15 cm* d’un sérum humain 
syphilitique (ce qui représente trés approximativement en moyenne 
1,5 mg. de réagine). Un repos de dix jours a été observé aprés 
la sixiéme injection puis les deux animaux ont recu une derniére 
injection du précipité obtenu avec 25 cm® de sérum syphilitique. Aprés 
un nouveau repos de dix jours les lapins ont été saignés et leur sérum 
éprouvé en présence de sérum humain normal et syphilitique. Nous 


(1) En raison de la présence de baume de tolu. 
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avons observé dans ces conditions une floculation — mise en évidence 
par la technique de Dean et Webb (2) — aussi bien avec les sérums 
de sujets sains qu’avec les sérums syphilitiques. Ces résultats montrent 
que l’inoculation de précipités contenant une trés faible quantité de 
protéines humaines provoque l’apparition chez le lapin d’anticorps qui 
sont spécifiques de ]a nature humaine de ces protéines, mais, il n’a 
pas été possible de mettre en évidence, par cette technique, d’anticorps 
spécifiques de la réagine. Un traitement des antisérums par un sérum 
normal a fixé toutes les précipitines et nous n’avons plus obtenu de 
floculation lorsque ces antisérums ont été ensuite éprouvés par un 
sérum humain syphilitique. 

Le résultat négatif de ces expériences nous a incités 4 procéder diffé- 
remment de maniére 4 ne faire jouer que les anticorps particuliers a 
la réagine. Il suffit pour cela d’éliminer les réactions aberrantes pou- 
vant masquer la réaction spécifique. Ces réactions aberrantes sont liées 
a l’existence dans les antisérums de deux sortes d’anticorps : ceux dus 
aux protéines étrangéres accompagnant la réagine dans les précipités 
et ceux qui sont spécifiques de l’espéce animale ayant fourni le sérum 
syphilitique préparant. Le probléme a été simplement résolu en pro- 
voquant la formation d’antisérum chez des lapins normaux (3) par 
injections intraveineuses répétées du précipité de la réaction de 
Meinicke effectuée avec le sérum de lapins syphilitiques (4). La tech- 
nique de préparation des antisérums a été semblable a celle des expé- 
riences précédentes. Nous avons alors mis en présence le sérum des 
lapins ainsi préparés avec des sérums humains normaux et syphili- 
tiques. Les résultats ont été particuliérement démonstratifs : le sérum 
de lapin anti-lapin-syphilitique a donné des réactions de floculation et 
de fixation du complément positives avec les sérums humains syphili- 
tiques et négatives avec les sérums humains normaux. 

Précisons les techniques suivies pour mettre en évidence l’anti- 
réagine. La recherche des anticorps floculants a été effectuée par la 
méthode de l’anneau. Le sérum humain centrifugé et parfaitement 
limpide est versé 4 la dose de 0,25 cm* dans des tubes 4 hémolyse de 
7 mm. de diamétre intérieur, puis, on laisse écouler lentement a la 
surface du sérum humain 0,2 cm® d’antisérum de lapin en se servant 
pour cela d’une pipette effilée. Les tubes maintenus verticalement sont 
abandonnés pendant deux a cing heures a la température du laboratoire; 
on constate alors qu’il s’est formé a la surface de séparation des deux 
sérums un disque blanc, opaque, parfaitement net dans le cas ow le 
sérum humain provient d’un syphilitique en pleine période sérolo- 
gique (B.-W. ++.4++). Si, au contraire il s’agit du sérum d’un ‘indi- 
vidu sain il n’apparait pas d’anneau A la surface de séparation. Cette 
réaction nous a donné des résultats étroitement spécifiques pour 
23 sérums positifs et autant de sérums négatifs. 


(2) DEAN et Wess. J. Path. a. Bact., 1926, 29, 473. 

(3) On doit prendre soin de n’employer que des lapins neufs n’ayant pas 
une réaction de Meinicke spontanément positive. 

(4) Lapins infectés depuis plusieurs semaines par inoculation scrotale de 
virus humain de la souche « Gand ». Ces animaux présentaient des réactions 
sérologiques trés fortement positives. 
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Des résultats également trés démonstratifs ont été obtenus avec la 
réaction de fixation du complément effectuée en prenant pour antigéne 
le sérum anti-lapin-syphilitique. Les sérums humains syphilitiques 
ont fixé énergiquement le complément lorsque le rapport du. volume 
de sérum d’épreuve A celui de l’antisérum était compris dans une 
zone bien délimitée ; pas de fixation avec les sérums normaux. La tech- 
nique choisie pour la réaction de fixation du complément a été celle 
que Kolmer (5) a mise au point. Etant donné l’existence constante 
d’un phénoméne de zone, on a dd procéder au titrage préalable, précis, 
de l’antigéme — c’est-a-dire de l’antisérum de lapin. 


* 
* * 


Il résulte de nos expériences que les complexes lipido-protidiques 
insolubles qui sont formés par les globulines réactionnelles des sérums 
syphilitiques s’unissant avec des phospho-amino-lipides d’organes 
sains, constituent des antigénes trés actifs. Par inoculation de ces 
complexes au lapin on obtient des sérums réagissant spécifiquement 
avec le sérum d’individus syphilitiques d’une autre espéce (l’>homme 
dans le cas présent). Dans les conditions de ]’expérience ces résultats 
ne peuvent étre interprétés que comme démontrant l’existence d’anti- 
corps spécifiques de la réagine syphilitique. Nous avons donc affaire a 
de véritables anti-anticorps puisque la réagine est elle-méme un anti- 
corps. Nos recherches sont, sur ce point, beaucoup plus démonstratives 
que celles de Ando, Takeda et Hamamo (6) qui ont préparé des lapins 
avec divers anticorps provenant du cheval puis ont éprouvé leur sérum 
avec les mémes anticorps préparants, c’est-a-dire ceux du _ cheval. 
Comme nous-mémes dans nos premiéres expériences ils n’ont pu 
mettre ainsi en évidence que des anticorps plurivalents, spécifiques de 
l’ensemble de la globuline de cheval supportant la fonction anticorps. 

Il est naturel que les modifications qualitatives qui transforment les 
globulines sériques en anticorps leur conférent en méme temps des 
propriétés antigéniques nouvelles. L’existence des anti-anticorps et leur 
intervention possible au cours des réactions immunitaires révéle la 
complexité extraordinaire du mécanisme de réponse sérologique de 
l’organisme a l’introduction d’éléments étrangers, infectieux ou toxi- 
ques, dans le milieu intérieur. 


Unstitut Pasteur.) 


(5) Kotmer, Amer. J. Syphil. a. Neur., 1935, 49, 481. — Borrner et Luxens, 


Amer. Clin. Path., 1937, 7, 33. 
(6) Anno, TAKepA et Hamamo. J. Imm., 1938, 34, 295 et 303. 
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PURIFICATION DES BACTERIOPHAGES 
1. — ADSORPSION DES PROTEIDES MICROBIENS DU LYSAT 
SUR UN PRECIPITE DE PHOSPHATE DE CALCIUM 


par R. WAHL, P. GRABAR, M. ROUYER et L. BLUM-EMERIQUE. 


D’assez nombreux essais ont été faits pour purifier les bactériophages 
en utilisant notamment l’adsorption sur kaolin (Kligler et Olitzki), sur 
alumine (R. Wahl et S. Lewi), l’électrophorése (Marmier et Grysez), 
Vultra-filtration (Kalmanson et Bronfenbrenner), la centrifugation 
(Schlesinger), les précipitations fractionnées et l’action des enzymes 
(Northrop). 

C’est ce dernier auteur qui semble avoir poussé le plus loin la 
purification. ; 

Cependant, il serait tres important pour l’étude chimique et biolo- 
gique du bactériophage et peut-étre pour les applications thérapeu- 
tiques de trouver une méthode plus simple, et d’un meilleur rendement 
que les précédentes. 

Dans ce but, nous nous sommes adressés 4 un bactériophage de 
erande taille, particulitrement résistant, et 4 un microbe cultivable 
dans un milieu synthétique dépourvu de composés protéidiques. 

Le premier temps de notre méthode qui fait l’objet du présent travail 
utilise le pouvoir adsorbant du phosphate de calcium au moment méme 
de sa précipitation. I] permet, en choisissant convenablement les condi- 
tions de cette précipitation de séparer avec un rendement quantitatif le 
bactériophage d’une partie importante des protéides microbiens du 
lysat. 


TECHNIQUES. 
Milieu de culture. — On prépare dans un ballon de 3 litres le milieu 
suivant : 
Sulfate/d’ammonitim's reek. ek hee CRED Tk cle er ee 0,75 g. 
Chlorurevdespotassium ci. <0. einer nec an 0,50 g. 
Sulfate*de; magnésium\s oes huey oe eres ee ee 0,05 g. 
Phosphate! monopotassiques: aig sien metas tare eee 45 g. 
Acide"nicotiniquely., sae) Sas oe een Oe ne 0,01 g. 
Eau bidistillée pour: cin Kgl cee ele een gee eee 4 litre 


Amener a pH 8 avec de la lessive de soude (10 A 11 cm’). 

Stériliser & l’autoclave. Le pH descend A 7,8. 

Ajouter 70 c.c. d’une solution de glucose, A 0,30 p. 100, stérilisée 
séparément (soit 20 g. par litre de milieu). 

Les phosphates tamponnent le milieu, de facon que le pH du lysat 
bactériophagique se trouve A 7,2 environ, condition optima pour 
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Vadsorption sélective des protéides microbiens par le précipité de 
phosphate de calcium. En outre ils permettent la formation d’un pré- 
cipité suffisamment abondant. 

Souche microbienne. — C’est une souche de Shigella paradysenterie 
(Flexner Y6R) variété R, obtenue par trois isolements sur gélose a 
partir d’une colonie, puis entretenue sur le milieu synthétique ci- 
dessus par ensemencement quotidien de 0,2 cm’ de la culture de la 
veille dans 10 cm* de milieu. On utilise des cultures de dix-huit 
heures contenant environ 2.10° germes par centimétre cube. 

Bactériophage. — Le bactériophage utilisé est le C16 entretenu par 
lyses successives dans le milieu, et filtré sur filtre bactériologique en 
verre fritté de Schott (G 5/8). 

Préparation et conservation du lysat. — On ensemence les 1070 cm? 
de milieu avec un tube de 10 cm? d’une culture de dix-huit heures. Il 
y a donc au départ 3.10’ germes par centimétre cube. Le ballon est 
placé dans un appareil 4 agitation spécial dans un bain-marie & ther- 
mostat, réglé & 37°. 

Au bout d’une heure et demie, il contient environ 15.101° germes 
par litre, et on ajoute quelques gouttes de lysat filtré, de facon A ce 
que la quantité du bactériophage soit au total de 10¢ 4 10° unités lyti- 
ques (10 4 100 par centimétre cube). La lyse est compléte en un temps 
c’environ cinq heures quarante-cing 4 six heures aprés |’introduction 
du _ bactériéphage. 

On place aussitét dans le lysat quelques cristaux de thymol qui 
empéchent le développement d’une culture secondaire et on le laisse 
reposer quelques heures a Ja glaciére, puis on élimine par centrifugation 
ou par filtration sur papier un petit dépdt de débris de corps micro- 
biens. Le lysat est immédiatement traité. 

Nous avons renoncé 8 le filtrer sur filtre bactériologique, opération 
trop longue pour de grandes quantités de liquide et entrainant une 
forte baisse d’activité. Il fallait donc un antiseptique qui €vite les 
repousses de germe sans altérer le bactériophage. Nous l’avons trouvé 
dans le thymol, qui a encore l’avantage d’éviter les contaminations 
dans les opérations ultérieures, qui ne peuvent pas toujours étre 
conduites avec une asepsie absolue. 

Titrages du bactériophage. — Ils sont faits par la méthode des rlages 
sur des boites de gélose nutritive 4 1,5 p. 100 de gélose, ayant séjourné 
quarante-huit heures 4 l’étuve 4 35°. Les dilutions sont faites avec des 
pipettes calibrées donnant XXX gouttes au centimétre cube. On étale 
I goutte de la dilution de lysat avec II gouttes de suspension micro- 
bienne (faite & partir d’une culture de dix-huit heures sur gélose) pen- 
dant une minute exactement. 

Dosages d’azote protéique. — On concentre 200 4 300 cm* de chaque 
fraction au tiers ou au quart, au bain-marie sous pression réduite, On 


précipite par le tiers du volume restant d’acide trichloracétique a 


On laisse reposer dix-huit heures, de fagon Aa laisser le précipité se 
rassembler. On centrifuge et on lave trois fois les précipités avec de 


N 
l’acide trichloracétique —, on laisse égoutter encore dix-huit heures et 


on dose l’azote du précipité par microkjeldhal. 
_ Adsorption des protéides microbiens. — La précipitation des phos- 
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phates doit étre faite 4 pH 7,2 ou 7,3. Si le lysat a été préparé dans les 
conditions décrites, il est d’emblée au pH voulu. On précipite les 
anions PO‘ présents dans le milieu par la quantité exacte nécessaire 
de chlorure de calcium. On vérifie que la précipitation est totale en ajou- 
tant quelques gouttes supplémentaires de la solution de chlorure de 
calcium. Le chlorure de calcium est introduit en solution a 4 p. 100, 
en trois fois. Puis on agite assez vivement pendant quelques minutes. 
Aprés chacune des trois précipitations fractionnées, on laisse reposer 
pendant vingt minutes dans la glaciére. Finalement, on sépare le 
précipité par centrifugation et on recueille le liquide surnageant. Le 
pH de celui-ci est alors de 5,8 ou 5,9. 


DiIscUSSION DES RESULTATS. 


Par ]’emploi d’un bactériophage trés résistant dans un milieu synthé- 
tique simple, nous nous sommes placés dans des conditions particulié- 
rement favorables 4 la purification. Les quantités respectives de pro- 
téides microbiens et de bactériophages adsorbés par un précipité de 
phosphate de calcium 4 ]’état naissant varient avec le pH auquel se fait 
la précipitation ; le pH au cours de la précipitation s’abaisse, et il faut 
tenir compte autant du pH initial que du pH terminal. C’est pourquoi 
il importe d’opérer dans des conditions standardisées (quantité de phos- 
phates, composition du milieu) pour obtenir des résultats constants. 

Dans les conditions optima (pH initial de 7,2, 7,3 et pH terminal de 
5,8 a 5,9), l’adsorption porte exclusivement sur les protéides microbiens 
(65 p. 100 environ sont adsorbés) et il n’y a pas de perte de bactério- 
phage dans les surnageants, si on opére exactement comme il a été 
indiqué plus haut (tableau I). 


TaBieau I. 
2 : RAPPORT : 9 
EXPERIENCES pl) ees N. PROTEIQUE | _N Protéique = ebiinéy = 
(par litre) | (en y par litre) Nhade phages p. 100 

Expérience n° 4 : 
Avant précipitation .| 71,2 | 3,3 X 10% 6.440 49 
Aprés précipitation.| 5,8 | 3,3 xX 10! 2.000 6,9 _ 65 
Expérience n° 2 : 
Avant précipitation.| 7,2 |6,5 X 10% 8.000 12,5 
Aprés précipitation.| 5,8 | 5,5 X 10% 2.655 4,9 61 
Expérience n° 3 : 
pet précipilation .| 1,2 4,3 ><05 2.864 6,7 

prés précipitation .| 6,4 | 4,7 & 410% 1.400 2,34 62 


Si on termine la précipitation dans un milieu trop acide (exp. n° 4) 
ou trop alcalin (exp. n° 5), ou si la précipitation des phosphates n’est 
pas totale, l’adsorption porte a la fois sur une partie du bactériophage et 
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sur une partie des protéides microbiens. Suivant les cas, 1’un ou l’autre 
azote protéique 


sera adsorbé en proportion plus forte et le rapport ———-—— 
Prop P pper Nb de phages 


diminuera ou augmentera (tableau II). 


TABLEAU II. 


| RAPPORT : PROTEIDES 


EXPERIENCES pH | PHAGES | N. PROTEIQUE | N. Protéique —10| éliminés 
(par litre) | (en y par litre) Nbade phages x p. 100 
Expérience n° 4 : 
Avant précipitation | 1,6 | 2,8 < 10** 4.312 4,7 
Aprés précipitation .| 5,5 |4,9 < 40 524 2,1 43 
Expérience n° 5 : 
Avant précipitation . Bega De 4.624 14,4 
Apres précipitation .| 6,7 | 3,2 X 10** 3.354 10 341 
Expérience n° 6 : 
Avant précipitation .| 7,5 | 3,5 x 10' 4.920 5,4 
Aprés précipitation .| 6,2 | 2,4 X 104% 845 3,5 35 


Dans l’expérience n° 6, le pH terminal parait étre dans les limites 
convenables. Nous pensons que c’est & un pH initial trop élevé qu’il 
faut attribuer l’insuffisance du rendement. 

Le tableau III indique les rendements obtenus avec trois parties 
égales d’un méme lysat, précipitées chacune 4 un pH initial différent. 


TaBLeAu III. 


RAPPORT * 
N. protéique 


Nb. de phages 


PHAGES N. PROTEIQUE 


pH eee (par litre) (en y par litre) 


>< 10 


7 >< 10! 4 470 
4,65 x 10? 800 
4,65 X 104% 4.485 


La supériorité du rendement a pH 7,2 est évidente. 

On peut d’ailleurs dans les cas ow le titre du phage diminue dans le 
surnageant, démontrer qu’une partie du phage a été réellement adsorbée: 
en dissolvant le précipité de phosphate de calcium dans une solution 
saturée de citrate de sodium acidifiée par de l’acide chlorhydrique, on 
peut, en titrant le bactériophage dans cette solution, retrouver intégra- 
Jement la quantité disparue du surnageant. 

Le degré de purification est mesuré par le rapport 


Azote protéique 


Se — 10 
Nb de phages X 10 dans le surnageant. 
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Nous avons pu abaisser ce rapport a 2. 

On peut se rendre compte de la signification de ce résultat en calcu- 
lant approximativement la quantité théorique d’azote contenue dans 
un bactériophage C 16. 

Son diamétre étant d’environ 65 my, on peut admettre (en le sup- 
posant sphérique) un volume de 1x10—1* mm‘, un poids (pour une 
densité de 1,3) de 1,33 x 10—1° +. En admettant qu’il contienne 15 p. 100 
d’azote (chiffre correspondant 4 une constitution nucléoprotéidique), un 
phage contiendrait 0,2 x 10—*° d’azote. 
azote protéique 
Nb. de phages 
d’azote par phage, ce qui représente un degré de purification déja élevé. 

Ce résultat nous parait particulitrement intéressant parce qu’il est 
obtenu en une seule opération, trés simple. 

Des essais de répétition de cette adsorption sur le produit ainsi 
purifié ont donné des résultats moins réguliers. Nous espérons arriver 
a préciser les conditions nécessaires pour obtenir dans ce cas également 
des rendements satisfaisants. 


Un rapport x 10 égal a 2 correspond 4 2 x 10—'° y 


ConcLusions. — 1° Nous avons obtenu en milieu synthétique des 
lysats de Shigella paradysentérie de titre sensiblement constant, en 
opérant dans des conditions définies. 

2° L’emploi du thymol au cours des opérations de purification évite 
les cultures secondaires et les contaminations, sans altérer en rien le 
bactériophage. 

38° Dans ces lysats, on adsorbe sur un précipité de phosphate de cal- 
cium a |’état naissant 75 p. 100 des protéides microbiers sans diminuer 
lactivité et le titre du bactériophage. 
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ACTIVITE ANTIBACTERIENNE /V VITRO, ET IN VIVO 
DE L’ASSOCIATION « SULFAMIDES-PENICILLINE » 


par F. NITTI, F. BOYER et M. FAGUET. 


Depuis 1948, on a largement utilisé en France et notamment a 
l’hépital Pasteur, l’association des sulfamides A la pénicilline dans le 
traitement des maladies infectieuses. ; 


DAGENAN PENICILLINE PERICIELINE PENICILLINE 
per os” 400U en6}¢ s0U. en 64 50 U. 

5 mgr. 3 jours J yours + DAGENAN 

3yours smgr. 


Grapaigur I, — Pneumocoques Til (groupe 1), culture agée de vingt-deux heures 
en bouillon sérum au 1/10. Infection par voie intrapéritonéale, 10.000 doses 
minima mortelles. Chaque colonne représente une souris. La survie est donnée 
en jours par la hauteur de ces colonnes. On remarquera que |’association de 
50 unités de pénicilline avec 5 mg. de sulfamidopyridine donne des résultats 
supérieurs 4 ceux de chacun de ces médicaments isolément et comparables 
a 100 unités de pénicilline. 


e 
310 
$9 
8 
7 sean 
x 
5 anh 
eS KERHD 
2 | | | | 
* Tn ol 


TEMOINS 1.162 1162 PENICILLINE”  PENICILLINE 1,162, age 


y x OU. t  25U. s.cut — @ PENICILLINE 
fo mgr. Sgn R Bours ‘ 2/ours 25 u. 5. cut. 
2fours 2jours 2 jours 
GrapHiqueE Il. — Streptocoques hémolytiques Dig. 7. Culture en bouillon ascite 


au 1/3, agée de dix-huit heures. Infection par voie intrapéritonéale, 
40.000 doses minima mortelles. Chaque colonne représente une souris. La 
survie est indiquée en jours par la hauteur de ces colonnes. L’association 
de 25 unités de pénicilline et de 5 mg. de sulfamides, donne des résultats 
supérieurs 4 ceux obtenus aux mémes doses par chacun de ces produits iso- 
lément. 


Cette association se montre généralement trés favorable et de nom- 
breux documents cliniques confirment son efficacité. 
Du point de vue expérimental, Ungar (1) a signalé en 1943, l’action 


(1) Unear, Nature, 1943, 152, 245. 
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synergique in vitro et in vivo de la pénicilline avec l’acide p-amino- 
benzoique et les sulfamides. Bigger (2) a constaté Jes mémes phéno- 
ménes d’addition. Par ailleurs, Hobby et Dawson (3) ne retrouvent pas 
cette action synergique. Plus récemment, en Angleterre, Garrod (4) en 
étudiant le pouvoir bactéricide de la pénicilline a noté que les sulfa- 
mides semblaient atténuer l’activité de cette premiére. L’importance 
d’une telle question, du point de vue expérimental et clinique, nous a 
amenés 4 reprendre nos essais et ce sont les résultats obtenus que nous 
allons résumer assez rapidement. 

Activité « in vivo ». — Nous avons essayé l’association « Pénicilline- 
sulfamides » dans l’infection expérimentale des souris, provoquée par 
des streptocoques et par des pneumocoques trés virulents. Nous avons 
procédé de la facgon suivante: 

Les animaux ont été divisés en 6 lots. Le premier a servi de témoin. 


shal ae Se ee ee ee 
eae 
Fees 


F ee ee 
Py ROMBRE DE cccet ees oat aka ; 4 5 ree wag, 


GEAMES 


7 oqwyeuiony 


i id= 


GrapHiguE II]. — Courbe denregistrement continu. 

Courbe n° 1 : témoin. Milieu peptone glucosée a 2/1.000. Capacité des cuves 
45 cm’. Nombre de staphylocoques 107/c. c. par centimétre cube. — Courbe n° 2: 
pénicilline 0 unité 08 par 15 c. c. — Courbe n° 3: p-aminophénylsulfamide 41/400. 
— Courbe n° 4: pénicilline 0 unité 16 dans 15 c. c. — Courbe n° 5 : pénicilline 
0 unité 08 cms dans 45 cm’ + 41/400 de p-aminophénylsulfamide. — Courbe n° 6: 
pénicilline 0 unité 146 dans 15 cm* + 1/800 de p-aminophénylsulfamide. {Dans 
cette derniére courbe on constate que l'association pénicilline-sulfamide a fayo- 
risé la lyse microbienne. 


L’infection a été réalisée avec une quantité de germes correspondant a 
10.000 fois la dose minima mortelle. 


(2) Brccer, Lancet, 1944, 22, 142. 

(3) Hossey et Dawson, Proc. Soc. exp. Biol. a. Med., 1944, 56, 184. 

(4) Garrop, Brit. med. J., 1945, 4, 107. — Nous avions discuté avec le 
Professeur Garrop, lors de son séjour 4 Paris et de notre passage & 
Londres, lintérét de l’association « Pénicilline-sulfamides ». Les expé- 
riences que nous publions aujourd’hui ont été envisagées ensemble et nous 
tenons a remercier le Professeur Garrop de son aide et de sa sympathie. 


\ 
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Le deuxiéme lot recoit une quantité de sulfamides suffisante pour 
obtenir une action thérapeutique nette (10 mg. par voie buccale). 

Le troisitme lot recoit la moitié de cette dose de sulfamides. Le 
quatriéme lot regoit un traitement par la pénicilline répété toutes les 
trois heures (100 unités par jour par exemple, pour une souris de 
20 g.). 

Le cinquiéme lot recoit la moitié de la dose précédente de pénicilline 
(50 unités par exemple). Et finalement le dernier lot recoit en asso- 
ciation la plus petite quantité de pénicilline et de sulfamides. 

Nous avons pratiqué des infections trés sévéres et nous avons établi 
des doses de médicament nous permettant de rester A la limite de 1’acti- 
vité. Il est évident que si l’on multipliait par 3 ou par 4 ces doses, 
l’action serait extrémement intense, la plupart des souris survivraient 
et toute comparaison deviendrait impossible. 

Nous reproduisons, dans les graphiques ci-contre, deux de nos expé- 
riences. 

Ces deux tableaux sont assez démonstratifs. Notons en passant la 
plus grande sensibilité du streptocoque a la pénicilline comparée a celle 
du pneumocoque. 

Association « sulfamide-pénicilline » « in vitro ». — Bonét-Maury a 
encore insisté derniérement sur l’intérét de cette association in vitro. 
Nous nous limiterons done a reproduire une courbe d’enregistrement 
continu ot ce phénoméne se montre avec une particuliére netteté. 

En résumé, l’association « pénicilline-sulfamide » est logique car ces 
deux imédicaments agissent par des mécanismes vraisemblablement 
trés différents. Cette association est efficace in vivo comme in vitro et 
son utilisation clinique se justifie amplement. 


(Institut Pasteur.) 


AGGLUTINABILITE COMPAREE 
DE DIVERSES SUSPENSIONS DE BACILLES TYPHIQUES 
UTILISEES POUR LA RECHERCHE DES ANTICORPS O 
EN PRESENCE: DE:SERUM DE MALADES 
ET DE LAPINS IMMUNISES 


par R. SOHIER, CH. JAULMES§et G. ROULIN. 


On pouvait espérer que la mise en ceuvre du séro-diagnostic dit 
« qualificatif » (qu’il vaudrait peut-étre mieux appeler d’ailleurs séro- 
agglutination dissociée O et H) allait, du fait de l’emploi par la plupart 
des laboratoires d’une technique définie utilisant des souches sélec- 
tionnées (O 901 et H 901 pour le bacille d’Eberth en particulier), per- 
mettre une véritable standardisation des méthodes rendant possible 


/ 
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une confrontation des résultats obtenus. Or, il est apparu (et nous 
l’avons constaté au cours de recherches sur le séro-diagnostic des 
vaccinés) que les résultats obtenus différaient selon le mode de prépa- 
ration des émulsions a agglutiner. Nous avons vu, en particulier, et c’est 
le point sur lequel nous voudrions insister, que l’emploi de suspen- 
sions en solution tampon ou eau physiologique formolée, préparées 
selon la technique proposée par Félix et Gardner (1) et conservées un 
certain teraps, risquait de conduire a des erreurs. 

Audrieu et M™ Alie avaient noté que ces suspensions donnaient des 
agglutinations trés faibles ou nulles au cours de typhoides authen- 
tiques et les avaient abandonnées au profit de suspensions de germes 
vivants. Or, non seulement nous avons observé les mémes faits en 
comparant ces émulsions en solution tampon formolées, en bouillon 
formolé et les suspensions de germes traités par l’alcool, mais encore 
nous avons constaté que ces émulsions en solution tampon formolée 
étaient agglutinées trés bien par les sérums étalons (de Gardner, de 
Kauffmann) aux taux indiqués, alors qu’elles ne l’étaient pas ou trés 
peu par le sérum de malades. 

Nous avons procédé 4 l’expérimentation suivante: 

L’agglutinabilité de suspensions en solution tampon formolée (phf), 
de suspensions traitées par 1]’alcool (al) et de culture en bouillon for- 
molé (bf), de la souche O 901 et de bacilles d’Eberth isolés chez un 
malade (Ber...) et chez un porteur chronique (Del...), a été recherchée 
en présence du sérum des deux sujets et de sérum delapins immunisés, 
l’un L® avec la souche Del..., l’autre L° avec la souche Ber... Ces germes 
ont donné les résultats suivants : 

1° Sérum du sujet Del... avec 0901 (phf) = O; avec O 901 (al) 
1/800 ; avec O 901 (bf) = 1/800; avec souche Del... (phf) = 1/25; 
avec souche Del... (al) = 1/800; avec souche Del... (bf) = 1/400. 

2° Sérum du lapin L® [immunisé avec la souche Del... (O et H) tuée 
puis vivante] avec O 901 (phf) = 1/38.200 ; avec O 901 (al) = 1/38.200 ; 
avec O 901 (bf) = 1/3200; avec souche Del... (phf) = 1/3200 ; avec 
souche Del... (al) = 1/1600 ; souche Del... (bf) = 1/3200. 

38° Sérum du malade Ber... avec O 901 (phf) = 1/100; avec O 901 
(al) = 1/800; avec O901 (bf) = 1/800; avec souche Ber... (phf) 
= 1/100; avec souche Ber (al) = 1/800; avec souche Ber... (bf) = 
1/800. 

4° Sérum du lapin L° [immunisé avec la souche Ber... O seulement 
obtenue par chauffage deux heures 4 100°] : avec souche O 901 (phf) 
= 1/1600; avec 0901 (al) = 1/600; avec O901 (bf) = 1/600; avec 
souche Ber... (phf) = 1/600 ; avec souche Ber... (al) = 1/1.600 ; avec 
souche Ber... (bf) = 1/1.600. 

5° Le sérum étalon de Gardner (taux 1/200) donnait avec O 901 (phf) 
= 1/200 ; avec 0901 (al) = 1/400 (fin) ; avec 0901 (bf) = 1/200. 

6° Le sérum 6 (IX) de Kauffmann donnait avec O 901 (phf) = 1/800 ; 
avec O 901 (al) = 1/1.600 ; avec 0 901 (bf) = 1/1.600. 

En résumé, les suspensions en solution tampon formolée de la souche 
0901 et de deux autres bacilles typhiques isolés récemment chez 


(i) Fetix et Garpner, Bull. Organ. Hyg. S.D.N., Avril 1937. 
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Vhomme, sont agglutinées par les sérums étalons aux taux indiqués et 
aussi par les sérums des lapins immunisés avec ces deux derniers 
germes, mais elles ne le sont que trés faiblement par le sérum des 
malades. 

Or tous ces sérums agglutinent les émulsions des mémes germes 
faites avec des cultures en bouillon formolées ou des cultures sur agar 
émulsionnées en eau physiologique et traitées par l’alcool. De telles 
constatations conduisent aux conclusions suivantes : 

On peut commettre des erreurs en jugeant de la valeur d’une émul- 
sion, utilisable pour le séro-diagnostic chez l’-homme, d’aprés son 
agglutinabilité par un sérum étalon préparé chez le lapin. 

Les différences constatées en ce qui concerne l’agglutinabilité par le 
sérum humain et les sérums de lapins de suspensions formolées de 
bacilles typhiques (O 901) tués, ne semblent pas exister avec les cul- 
tures en bouillon formolées et les suspensions de bactéries traitées par 
l’alcool. 

Ce sont ces derniéres (auxquelles d’ailleurs parait s’étre arrété 
Kauffmann), que nous utilisons désormais, car elles sont faciles a pré- 
parer, et 4 manipuler et se conservent trés longtemps. 

Il serait souhaitable que tous les laboratoires adoptent, non seule- 
ment les mémes souches, mais aussi les mémes techniques de prépa- 
ration des émulsions s’ils veulent confronter utilement les résultats 
de leurs expertises. 


AU SUJET DE LA SUBSTANCE TOXIQUE NEUROTROPE 
DU BACILLE TYPHIQUE (EBERTHELLA TYPHOSA) 


par Marcen RAYNAUD. 


L’endotoxine du bacille d’Eberth est bien connue du point de vue 
de son action toxique. On sait, A la suite des travaux de Boivin (1) 
qu’elle doit étre assimilée a l’antigéne O complet de ces bactéries. 
Reilly (2) a, par ailleurs, établi la pathogénie des lésions intestinales 
qu’elle provoque. Par contre, le syndrome nerveux de la fiévre 
typhoide reste encore mal expliqué, car les résultats de 1’expérimenta- 
tion, en cette matiére, sont contradictoires. Tardieu (3) a apporté la 
preuve que les troubles nerveux de la fiévre typhoide proviennent 
d’une imprégnation toxique des formations grises centrales. La 
substance responsable serait, d’aprés lui, l’antigéne Vi, de nature 
glucido-lipidique. Cette conclusion ne cadre pas avec les résultats de 


(1) Borvin, Rev. Imm., 1935, 4, 553 ; ces Annales, 1938, 64, 426. 
(2) Remiy, Ann. Méd., 1935, 182, 192 et 321. 
(3) Tarvieu, Presse Méd., 1942, n°* 7 et 8, 75. 
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Vincent (4), qui attribue les accidents nerveux de la dothiénentérie & 
une neurotoxine, nettement distincte de l’endotoxine classique (toxine 
entérotrope de Vincent), par ses propriétés pharmacologiques et chi- 
miques. La neurotoxine de Vincent est trés fragile ; elle se détruit 
rapidement & la température ordinaire et est tres sensible a la cha- 
leur et & l’oxygéne. On l’obtient seulement, d’aprés Vincent, par 
culture du bacille typhique en bouillon contenu dans un sac de collo- 
dion inclus dans le péritoine du cobaye. 

Nous avons été amené a reprendre |’étude de cette question, a la suite 
de recherches sur les phénoménes d’oxydo-réduction chez les anaé- 
robies. Nous nous sommes demandé si, étant donné la sensibilité de 
Ja neurotoxine de Vincent a l’oxygéne, on ne pourrait pas ]’obtenir par 
un procédé de culture in vitro, en appliquant les techniques utilisées 
pour les anaérobies. Nous avons donc cultivé le bacille d’Eberth en 
anaérobiose stricte, sur bouillon Vf glucosé, en tube scellé et dans le 
vide, et nous avons recherché l’action sur ]’animal des filtrats de ces 
cultures. Nous avons utilisé la souche H 901 (5). L’élimination des corps 
bactériens a été réalisée soit par centrifugation 4 grande vitesse, soit 
par filtration sur bougie L 3. Les liquides ainsi obtenus ont les mémes 
propriétés, a condition que la durée de l’opération soit la méme. Ce 
fait permet d’affirmer que les accidents causés par l’inoculation du 
liquide obtenu par centrifugation sont bien dus 4 une substance solu- 
ble et non 4 la prolifération chez l’animal, des quelques germes que le 
liquide peut encore contenir. Nous précisons ce point pour prévenir 
une objection éventuelle, encore que l’on sache bien que les animaux 
de laboratoire sont trés. peu sensibles au bacille d’Eberth et qu’il faut 
injecter de trés fortes quantités de germes pour les infecter. 

Les filtrats de culture commencent & étre toxiques au quatriéme jour. 
La toxicité se maintient ensuite pendant vingt jours au moins si les 
cultures sont conservées en tubes scellés. Les animaux courants de 
laboratoire : lapins, cobayes, souris, sont sensibles 4 1l’inoculation 
intraveineuse ou intrapéritonéale, avec des différences suivant les 
espéces. Cette sensibilité des animaux de laboratoire a l’action du 
filtrat de culture est A opposer a leur trés faible réceptivité a4 l’inocu- 
lation des bactéries typhiques vivantes, comme Vincent l’a déja fait 
remarquer, 

L’évolution des accidents est facile 4 observer chez le lapin et le 
cobaye. Quatre a six heures aprés l’inoculation intraveineuse A un 
Japin de 1.500 g., de 1 & 2 cm® d’un filtrat actif, 1’animal présente une 
légére somnolence. Au bout de huit 4 douze heures, son attitude est 
tout a fait caractéristique. I] est immobile, le ventre reposant sur le 
plancher de la cage, les membres inertes. I] se laisse manipuler et 
déplacer sans réaction vive. Il ne s’agit cependant pas d’un état coma- 
teux, car l’animal ouvre les yeux si on le secoue fortement et peut faire 
quelques mouvements. Les réflexes cutanés et osseux sont conservés A 
cette période. La mort survient en vingt-quatre ou quarante-huit 


(4) Vincent, C.R. Ac. Sci., 1942, 244, 401, 525 ; Bull. Ac. Méd., 1944, 428, 201; 
1945, 129, 145. 


6) Cette souche nous a été donnée par M. Lecroux, que nous remer- 
cions ici. 
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heures dans une torpeur de plus en plus profonde, rappelant le tuphos 
de la maladie humaine. Ce tableau est tout A fait semblable a celui 
que Vincent a obtenu par injection de sa neurotoxine. Chez le cobaye 
et la souris les symptémes sont analogues. Le cobaye de 250 g. meurt 
aprés injection de 1 cm* dans les veines ou de 2 cm® dans le péritoine 
er. moyenne. Pour la souris, il faut injecter 0,1 4 1 cm* par voie vei- 
neuse ou péritonéale, dose considérable, témoignant d’une sensibilité 
beaucoup plus faible au poison envisagé. Certaines souris, inoculées 
avec 0,1 ou 0,5 cm* ont présenté, en plus de la torpeur, un véritable 
état catatonique. 

La substance responsable de ces accidents est fragile et cette parti- 
cularité rend difficile 1’étude de ses propriétés. Nous pensions qu’en 
raison de sa sensibilité supposée a l’oxygéne elle ne se produisait qu’en 
anaérobiose. Contrairement 4 notre attente, nous l’avons trouvée dans 
les filtrats de culture du bacille typhique (souche H 901) effectuée en 
conditions aérobies (ballon d’une capacité totale de 100 cm* contenant 
65 cm® de bouillon Vf glucosé). Ce fait n’implique pas que la sub- 
stance ne soit pas sensible 4 l’oxydation, car on sait que les cultures 
de germes ont un potentiel d’oxydo-réduction souvent assez bas. Pour 
Je bacille d’Eberth, Burrows et Jordan (6) ont trouvé un Eh de 
—0,090 yv (trente-sixiéme heure) et de —0,075 v (soixante-quinziéme 
heure). Isaacs et Coulter (7) ont obtenu —0,145 v. La substance toxique 
neurotrope se produit cependant de facon plus irréguliére en condi- 
tions aérobies et disparait souvent lorsque la culture est prolongée au 
dela de six a huit jours. 

Les cultures effectuées en tubes scellés et 4 37°, donnent au qua- 
triéme jour un filtrat actif qui provoque seulement les troubles nerveux 
que nous avons décrits, sans symptéme intestinal apparent. A 
lVautopsie, on n’observe pas de congestion du gros intestin, ni de 
l’intestin gréle, ni d’hypertrophie des plaques de Peyer. Ce tableau est 
trés différent de celui que provoque l’inoculation de l’antigéne O com- 
plet, extrait par la méthode de Boivin, 4 partir de cultures de la méme 
souche (H 901) sur gélose inclinée. L’antigéne O, en injection intra- 
veineuse ou intrapéritonale, déclenche, au bout de trés peu de temps, 
une diarrhée intense et des douleurs abdominales. A 1l’autopsie, les 
lésions intestinales sont trés visibles et conformes a la description 
classique. 

Il est trés probable que les filtrats de culture de bacille d’Eberth 
contiennent une certaine quantité d’antigéne O. Mais ce dernier 
n’explique pas le tableau si particulier que nous avons observé. Par 
ailleurs, ses caractéres toxicologiques et chimiques permettent de 
l’opposer & la substance toxique neurotrope. Sa présence complique 
V’expérimentation, surtout dans les vieilles cultures ot son taux est 
plus élevé. L’action léthale des filtrats ne peut donc pas étre prise 
comme test pour suivre les variations de la substance toxique neuro- 
trope. On ne dispose, pour étudier cette derniére que d’un critére diffi- 
cile 4 observer : les troubles neurologiques qu’elle provoque. Toutes ces 


(6) Burrows et Jorvan, J. inf. Dis., 1935, 56, 255. 
(7) Isaacs et Courter, J. exp. Med. 1929, 49, 711. 


Annales de VInslitut Pasteur, t. 72, n°* 7-8, 1946. 4b; 
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particularités rendent malaisé le titrage précis de la substance toxique 
neurotrope. 

Par ailleurs, on observe des variations considérables suivant les lots 
de préparation. 

Exemple : 1° Culture en aérobiose (65 cm*® de bouillon Vf glucosé 
dens un ballon de 100 cm’). Filtration au cinquiéme jour. Inoculation 
intraveineuse 4 la souris. 


a Bee RESULTA1S 
OSA ty me us teens Somnolence a la 24¢ heure. Mort en 36 heures. 
OD is es cme, own Somnolence & la 18° heure. Mort en 24 heures. 
Des ite Siieh, oh ee Tae Somnolence & la 7* heure. Mort en 18 heures. 


2° Culture en anaérobiose relative (Erlenmeyer de 1 litre contenant 
80G cm’ de bouillon Vf glucosé. Filtration au cinquiéme jou. 

20 souris inoculées avec des doses allant de 1 cm* a 0,1 cm® ont sur- 
vécu, sams avoir présenté aucun accident apparent. 

Sur 4 cobayes inoculés, un seul a présenté une somnolence profonde 
a la dix-huitiéme heure, mais il a survécu, aprés avoir regu 2 cm* dans 
le péritoine. 

2 lapins ont recu, l’un 1 cm, ]’autre 2 cm* dans Ja veine. Le premier 
a survécu sans trouble apparent, le second a présenté a la vingt- 
quatriéme heure, une somnolence progressive, se transformant en 
torpeur profonde et est mort a la trente-sixiéme heure. 

La substance toxique neurotrope s’altére trés rapidement a la tempé- 
rature ordinaire. Elle a presque complétement disparu au bout de 
quelques heures. L’altération est plus lente a la température de —5°. 
Nous avons noté, par exemple, qu’un filtrat tuant la souris 4 la dose 
de 0,1 cm* immédiatement aprés sa préparation, ne tuait plus qu’a la 
dose de 0,5 cm® aprés vingt-quatre heures de séjour 4 —5° et n’avait 
plus aucune action 4 la dose de 1 cm® aprés quarante-huit heures de 
séjour 4 —5°. 

Nous avons recherché si, par analogie avec les hémolysines oxygéno- 
sensibles, connues chez certains germes (sterptocoque, pneumocoque, 
Pl. tetani, W. perfringens), la substance toxique neurotrope du bacille 
d’Eberth, inactivée par séjour a la température ordinaire ou a —5°, 
ne pouvait pas étre réactivée par réduction : l’hydrosulfite de sodium, la 
cystéine, le couple cystéine-fer ferreux, se sont révélés incapables de 
réactiver les filtrats devenus inactifs. Par ailleurs, et conformément 
aux données classiques, aucun de nos filtrats ne présentait de pouvoir 
hémolytique pour les globules rouges du mouton. 

De ces expériences, nous concluons qu'il existe dans les filtrats de 
culture de bacilles d’Eberth cultivé en bouillon Vf, surtout lorsque la cul- 
ture a été effectuée en anaérobiose, une substance toxique exercant son 
action électivement sur le systéme nerveux central. Cette substance est 
Jabile. Elle provoque la mort en vingt-quatre A quarante-huit 
heures, par injection intraveineuse ou intrapéritonéale, sans entrainer de 
lésions importantes du tractus intestinal. Tous ces caractéres permet- 
tent de penser qu’elle n’est pas identique a l’antigéne O complet intact 
ou endotoxine typhique. Pour pouvoir affirmer qu’il s’agit d’une 
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neuro-toxine, il nous reste A établir qu’elle posséde bien le pouvoir 
antigénique, comme la substance qu’a obtenue Vincent. La démons- 
tration de cette derniére propriété sera longue et difficile. La recherche 
doit étre effectuée sur le lapin, seul animal suffisamment sensible. 
Etant donné la variation d’activité des filtrats et la fragilité de la 
substance toxique neurotrope, cette expérimentation doit étre entre- 
prise, pour avoir quelques chances d’aboutir A une conclusion nette, 
sur un grand nombre d’animaux. Les expériences préliminaires que 
nous avons déja faites nous ont montré que de nombreux lapins 
succombent au cours des essais d’immunisation, étant donné l’impos- 
sibilité ot l’on se trouve d’obtenir une préparation stable, qui se 
conserve pendant le temps nécessaire A la détermination de la dose 
minima mortelle. 


(Unstitut Pasteur.) 


Les communications suivantes paraitront en Mémoires dans les 
Annales de l’Institut Pasteur. 


Le comportement du bacille pesteux ensemencé en anaéro- 
biose et ses applications pratiques, par G. Grrarp, R. Niger et 
A. CHEVALIER. 


Le métabolisme respiratoire des leucocytes, par A. Dertaunay, 
J. Paces et M. Maurin. 


Diagnostic bactériologique des infections a Salmonella. 
I. L’identification sérologique des souches de Salmonella, 
par A. Bonneror et M™ J. Grapan. 


Diagnostic bactériologique des infections & Salmonella. 
II. Le séro-diagnostic, par M™° J. Grapar et A. Bonnerot. 
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Séance du 7 février 1946. 


Présidence de M. NEGRE. 


COMMUNICATIONS 


PRESENTATION D’UN LAPIN 
ATTEINT D’OTITE MOYENNE SUPPUREE 


par P. FORGEOT. 


Nous avons pensé intéresser la Société en lui présentant un lapin 
atteint d’une trés curieuse affection — tout au moins par sa sympto- 
matologie — et dont nous étudions actuellement la bactériologie en 
collaboration avec MM. Cotoni et Dumas. 

C’est le 6° cas que nous observons depuis environ quatre 4 cing mois ; 
les deux premiers ont échappé a notre analyse bactériologique car, 
supposant qu’il s’agissait d’une maladie 4 virus, nous avons remis ces 
deux malades au service de M. Lépine ot toutes les recherches effec- 
tuées pour la mise en évidence d’un virus ont échoué. 

I] nous est alors revenu en mémoire, une description de MM. Rem- 
linger et Bailly publiée dams la Revue Générale de Médecine Vétéri- 
naire (1932, 44, 461) d’une affection dont ils disent n’avoir trouvé 
aucune indication antérieure et qu’ils ont qualifiée : « Otite enzootique 
du lapin », en raison de la présence de pus dans l’oreille moyenne, 
suppuration provoquée par la végétation d’un microbe dont ils ont 
établi la virulence pour le lapin. Ils ont observé cette affection 4 1’Ins- 
titut Pasteur de Tanger sous forme d’une enzootie atteignant le 1/5 de 
l’effectif et faisant une douzaine de victimes. Voici les symptémes 
décrits par Remlinger et Bailly : apparition brusque d’un torticolis 
sévissant d’un cété ou de l’autre du cou ; la téte repose sur le sol du 
cété atteint ; elle a subi une torsion variable (1/4 de tour en général, 
mais parfois plus, puisque certains malades avaient la région mandi- 
bulaire tournée vers le ciel) ; cet état s’exaspére les jours suivants ; 
Vappétit est, cependant, conservé. « Bientét se déclarent, déclenchées 
par toutes les excitations sensorielles, des crises épileptiformes au cours 
desquelles l’animal tombe sur le cété, puis roule un certain nombre 
de fois sur lui-méme & la facon d’un tonneau, tandis que de vives 
secousses agitent ses membres. La crise terminée, le lapin demeure 
quelques minutes dans le décubitus latéral, les membres contractés, 
puis il reprend la station quadrupédale et se remet & manger ». 

Les 9 observations rapportées par Remlinger et Bailly paraissent, 
disent-ils, calquées les unes sur les autres tant la symptomatologie est 
uniforme et caractéristique ; elle est identique a celle que nous avons 
observée. 
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Nous signalerons qu’un seul de nos malades, a présenté des signes 
d’otocariase psoroptique (Psoroptes communis) affection pour laquelle 
il a d’ailleurs été traité et guéri sans qu’une amélioration quelconque 
des symptémes observés ait été enregistrée. De méme Remlinger et 
Bailly avaient écarté, dés le début de leurs observations, l’hypothése 
d’une intervention d’origine externe (Psoropte ou Bacille de Schmorl). 

Le lapin que nous allons vous présenter (le 6° de la série) a été 
apporté au laboratoire dans un lot de 6 fourni par le service des ani- 
maux de ]’Institut Pasteur, le 7 novembre 1945. Il a subi, comme tous 
les lapins récemment introduits dans le service, la vaccination anti- 
pasteurellique avec microbes tués en deux temps a huit jours d’inter- 
valle ; puis, il a été soumis 4 l’hyperimmunisation anti-pneumococcique 
au moyen d’antigénes tués. Ces interventions n’ont certainement eu 
aucune influence sur la genése de l’affection qui nous occupe car 
4 autres de nos malades n’y avaient pas été soumis. 

Notre sujet a présenté les premiers symptémes de l’affection sous 
forme d’un torticolis peu accusé le 10 décembre, soit un mois aprés 
son arrivée ; la téte est alors légérement inclinée 4 gauche. L’examen 
du conduit auditif externe ne révéle rien d’anormal; |’état général est 
excellent (poids : 3 kg., soit une augmentation de 430 g. sur le poids 
initial) ; l’appétit est normal. Les jours suivants, le torticolis augmente 
C’intensité ; mais c’est le seul signe appréciable; la préhension de 
animal ne détermine aucune agitation ; le déplacement se fait avec 
une légére déviation 4 gauche ; poids : 3.250 g. A partir du 27 janvier, 
l’appétit devient capricieux ; d’ailleurs, le port de la téte, dont les 
machoires sont tournées vers le ciel, rend difficile la préhension des 
aliments ; si on saisit l’animal, il se débat violemment ; placé sur le 
sol, il roule sur son axe (en tonneau) jusqu’da ce qu’il rencontre un 
obstacle ; alors il essaie de reprendre la station quadrupédale et y arrive 
le plus souvent. Le facies de l’animal au repos est également carac- 
téristique : rotation de la téte sur l’encolure rendant les oreilles tom- 
bantes (attitude en « saule pleureur » selon ]’expression de Remlinger 
et Bailly). 

A Vautopsie des 5 cas précédents nous avons toujours trouvé une 
certaine quantité de pus blanc, inodore, dans l’oreille interne du cdété 
correspondant au torticolis et aucune autre lésion organique, notam- 
ment pas de lésion apparente (suppuration ou autre) de l’encéphale. 
L’affection nous est toujours apparue localisée a l’oreille moyenne 


SUR QUELQUES FACTEURS STIMULANTS 
DE CROISSANCE POUR SALMONELLA PARATYPHI B 


par K. O. RENKONEN. 


Dans un travail précédent effectué avec M"° Brita Schulman (1), j’ai 
étudié l’action, sur le développement du streptocoque en culture, de 


(1) C. R. Soc. Biol., 1945, 439, 1075. 
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1.200 substances organiques différentes. Parmi ces produits chimiques, . 
51, soit un peu plus de 4 p. 100, se sont montrés capables de stimuler 
avec plus ou moins d’intensité la croissance de la souche de strepto- 
coque hémolytique utilisée. 43 ont été faiblement actifs (+), 4 nette- 
ment actifs (++) et 4 trés actifs (+++). 

La plupart des substances actives appartiennent 4 la série acyclique. 
Parmi elles, il n’y a pas de composés intéressants parce que leur pou- 
voir stimulant est faible. Une seule s’est montrée vraiment active, 
l’acide camphoronique (+++) qui occupe d’ailleurs une position trés 
proche des corps qui se sont révélés comme les plus actifs, ceux de la 
série hydroaromatique. Parmi ces derniers, les facteurs stimulants 
les plus puissants ont été les acides hexahydrobenzoique (+ +), 
tétrahydrobenzoique (+++), hexahydroftalique (++), tétrahydrofta- 
lique (+++), dihydroftalique (+++), hexahydronaphténique (++) 
et isofenchonique (+ +). 

Dans la liste aromatique nous n’avons guére trouvé de substance 
active. 

J’ai étudié en outre l’action de ces 1.200 substances organiques sur 
Salmonella paratyphi B en suivant la méme technique que pour le 
streptocoque. 

1 cm? d’une culture de vingt-quatre heures de Salmonella para: 
typhi B est déposé a la surface de la gélose de Mac Leod en boite de 
Pétri. Aprés avoir bien étalé le liquide sur toute la surface du milieu, 
on enléve avec une pipette ce qui reste du bouillon. Aprés son ensemen- 
cement, la boite est placée A l’étuve pendant une heure pour dessécher 
légérement le milieu. On dépose ensuite une petite quantité des corps 
a étudier en 7 points différents sur la surface de la gélose et on remet 
les boites 4 1’étuve. Au bout d’un a deux jours, les germes ont poussé 
d’une facon homogéne sur toute la surface de la gélose. Dans certains 
cas on observe une augmentation de croissance des bacilles dans la 
région méme owt la substance a été déposée, Dans d’autres cas cette 
augmentation ne se produit qu’& une certaine distance, réalisant ainsi 
un anneau. i] arrive parfois qu’il y ait une inhibition compléte du déve- 
loppement microbien dans la région la plus rapprochée de la substance. 

Parmi les 1.200 substances organiques dont nous avons étudié l’action 
sur la croissance de Salmonella paratyphi B, 143 se sont montrées 
actives. Nous avons done trouyé environ trois fois plus de substances 
actives que pour le streptocoque. D’autre part, le nombre des facteurs 
stimulants de croissance nettement actifs (++) se limite A 4. Les autres 
substances ne favorisent que faiblement (+) la croissance de Salmonella 
paratyphi B. 

Les 4 substances nettement actives appartiennent & la série acy- 
clique. Ce sont : l’acide glycérique, l’acide succinique, l’acide acétone- 
dicarbonique et l’acide citrique. 

C’est l’acide acétonedicarbonique qui s’est montré le plus actif. I 
favorise la croissance de Salmonella paratyphi B en bouillon & la dilu- 
tion de 1 p. 10.000 et encore mieux A celle de 1 p. 1.000. Le pouvoir 


stimulant de cette substance ne semble pas seulement limité aux 
paratyphiques. 


(Unstitut de Bactériologie et de Sérologie de UVUniversité d’Helsinki.) 
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L’OXYDATION DE L’ACIDE BENZOIQUE ET LA FORMATION 
DU « CORPS NOIR » DANS LE SOL 


par YAO-TSENG TCHAN. 


L’acide benzoique entre dans le cycle du carbone. En effet, de nom- 
breuses substances d’origine végétale ou animale contiennent ce noyau, 
soit sous forme libre, soit sous forme combinée. L’acide hippurique et 
la résine de benjoin en sont des exemples. On 1’a trouvé aussi dans le 
sol (1). L’oxydation de ce corps ainsi que de ses dérivés par les micro- 
organismes ful étudiée par Perrier (2), Beijerinck (3), Eller et Koch (4), | 
Muschel (5), Winogradsky (6), Guittonneau et Chevalier (7). L’hypo- 
thése d’une relation entre la formation de l’humus et l’oxydation des 
corps cycliques a été émise par Hoppe-Seyler (8). Cet auteur a démontré 
que le phénol ou la quinone peuvent donner du corps noir a 1’ébulli- 
tion. Perrier rapprocha de l’humus la matiére noire produite par l’oxy- 
dation des corps cycliques sous l’action du Bac. pyocyaneus. Beijerinck 
trouva que le Streptothrix chromogenes est capable de produire des 
quinones. Eller et Koch émirent leur théorie sur la formation d’acide 
humique a partir du phénol. 


7 hydroquinone — quinone = ._ gx yquinone — acide humique 


Phénol artificiel. 


\pyrocatéchine — oxyhydroquinone 


Muschel, montra que le Bac. mesentericus niger produit des corps 
noirs 4 partir des noyaux benzéniques. 

En réalité, ces travaux, par ailleurs trés instructifs, ne permettent 
cuére de tirer des conclusions sur ce qui se passe dans le sol car ces 
micro-organismes y sont peu susceptibles d’une activité véritable. C’est 
Winogradsky qui a mis en évidence l’oxydation de l’acide benzoique 
par un microbe spécifique du sol : ]’Azotobacter. Il a noté une forma- 
tion de corps noirs. Ses travaux furent suivis de ceux de Guittonneau 
et Chevalier avec le phénol et l’acide salicylique. Tous ont montré un 
noircissement du milieu sous l’influence de 1|’Azotobacter (il faut ici 
bien différencier le noircissement tardif des colonies d’Azotobacter quelle 
que soit la source de carbone, et le noircissement précoce, diffusant 
dans le milieu autour des colonies lorsque la source de carbone est 
l’acide benzoique). 

Jusqu’ici 4 notre connaissance, personne n’a encore essayé d’établir 


(1) E. O. Sworey, J. agr. Res., 1914, 3, 357. 

(2) A. Perrier, Ann. Sc. Agr., 1913, (4), 2, 321. 

(3) M. W. Beverinckx, Zentralbl. Bakt. I, 1900, 6, 2. 

(4) W. Etter et K. Kocu, Ber. Deut. Chem. Gesell., 1920, 53, 1469. 
(5) A. Muscuet, Biochem. Zeitschr,, 1922, 434, 570. 

(6) S. Wrnocrapsky, ces Annales, 1932, 48, 89. 

(7) Gurrronneau et R. Cuevarier, C. R. Acad. Sci., 1938, 206, 863. 
(8) Horrr-Sryier, Bot. Ztg., 1900, 58, 59. 
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un rapport entre ces corps noirs et l’humus du sol. Pourtant, il s’agi- 
rait d’un fait capital. Les conditions nécessaires 4 la formation de ce 
corps sont réalisées dans le sol. La présence de l’acide benzoique et 
d’Azotobacter y est bien établie. Le fait méme de ]’oxydation de |’acide 
benzoique au sein du sol a été mis en évidence (9). Il ne reste plus 
qu’a établir chimiquement les rapports entre le corps formé et 
humus. 

Dans ce but, nous avons utilisé des plaques de silico-gel préparées 
suivant la technique de Winodgradsky avec 0,1 g. de benzoate de 
sodium. Quand les plaques sont bien noires, on les séche & 45° C. Le 
gel prend alors la structure du sable. On décompose le CO,Ca par un 
peu de HCl. On élimine l’excés de HCl par un lavage répété avec de 
l’eau distillée. On extrait finalement le corps noir par une solution de 
NaOH a 2 p. 100. On obtient facilement une solution brun-noir, légé- 
rement opalescente. 

Voici les propriétés de cette solution : 

Elle est floculable par les acides. Le floculat repasse en solution 
quand on neutralise l’acidité. Elle n’est floculable ni par KCl, ni par 
SO,K, ; par contre elle flocule facilement par une solution diluée de 
CaCl, ; elle est oxydable par MnO,K. 

On peut facilement obtenir le corps noir, en évaporant la solution 
apres avoir éliminé les sels. On obtient une poudre amorphe noire 
quelquefois en paillettes noires possédant un reflet métallique. Au 
contact de ]’eau, le corps noir gonfle et passe partiellement en solution. 
Il n’est pas soluble dans les solvants organiques tels que : xyléne chlo- 
roforme, alcool A 95°, alcool isoamylique, éther sulfurigue ; seul, 
Valcool éthylique dilué peut le dissoudre en partie. 

Des essais sur terre ont été réalisés : 

Des plaques de terre moulée, avec 0,5 p. 100 de benzoate de Na, ont 
donné des colonies noires. En dosant au départ ]*>humus du sol (10), on 
constate une augmentation de la coloration de la solution humique 
apres incubation a 30° C. pendant quelques jours. Le titrage au MnO,K, 
accuse une augmentation de matiére organique. Donec la méthode 
standard de dosage de l’humus ne différencie pas le corps noir fourni 
par l’oxydation de l’acide benzoique, sous l’action de 1’Azotobacter, 
de l’humus naturel préexistant dans le sol. 


ConcLtusion. — Les propriétés physico-chimiques de ce corps, pré- 
sentent des analogies frappantes avec celles de l’humus. II passe dans la 
fraction de l’extrait que l’on considére comme contenant |]’humus. 
Donc dans le dosage de l’humus, il joue un réle non négligeable. Le 
processus que nous avons mis en évidence, doit étre considéré comme 
un des facteurs importants de la genése du corps noir du sol. 


(Institut Pasteur, Garches. Travail du laboratoire de M. Pochon.) 


(9) J. Pocnon et Y. T. Tonan, Ces Annales, 1946, 2. 
(10) DemMoton, Dynamique du sol, 1944. 
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PERFECTIONNEMENT AUX TECHNIQUES D’'ISOLEMENT 
DES MICROORGANISMES PAR MICROMANIPULATION. 
APPLICATION AUX SPORES DE PENICILLIUM 


par J. COMANDON, P. DE FONBRUNE et H. VELU. 


Notre technique initiale pour l’isolement d’une bactérie unique (1) 
consiste 4 déposer, sous la lamelle de la chambre a huile, I goutte de 
2 45 mm. de diamétre contenant les microbes & isoler et une ou plu- 
sieurs gouttes plus petites (0,5 4 1 mm.) de milieu de culture stérile. 
Ensuite, des germes sont prélevés un A un 8 l’aide d’une micro-pipette 
ou d’une micro-anse et déposés, avec un peu de liquide, A proximité 
immédiate des petites gouttes de milieu de culture. Aprés avoir vérifié, 
au fort grossissement, que les isolements sont correctement effectués, 
on fait communiquer chaque gouttelette contenant un seul germe avec' 
le milieu stérile voisin et cela avec une micro-aiguille neuve. 

Aprés quelques heures, on constate que les germes se sont multipliés. 
Quand on estime le nombre des bactéries filles assez grand, on aspire 
dans des pipettes 4 bouche neuves chaque micro-culture et on les ense- 
mence séparément dans autant de tubes a4 essai contenant du milieu 
nutritif. 

Pour isoler des spores d’hyphomycétes, nous avons été amenés a 
modifier cette technique. 

Il n’est pas facile, en effet, de transplanter un petit mycélium pro- 
yenant d’une spore unique. Dans le trajet entre la chambre a huile et le 
tube a culture, ce petit champignon peut étre perdu ou desséché. 
Voici comment nous avons opéré pour isoler le grand nombre de spores 
uniques de Penicillium dont nous montrons le devenir dans les obser- 
yations relatées dans la note précédente (2). 

Cette méthode stre et rapide est caractérisée par l’emploi d’un 
instrument spécialement adapté au transport a l’air et au dépdt en tube 
de la spore germée ou non. I] consiste en une effilure de pipette 4 paroi 
mince, longue de 20 cm. et d’environ 2 4 3/10 de mm. de diamétre 
intérieur. Cette effilure est scellée, a la paraffine, dans un tube métal- - 
ligue servant de monture protectrice et dont elle dépasse l’un des 
bouts de 3 4 4 cm. 

Aprés flambage de 1l’extrémité libre de l’effilure, celle-ci est rapide- 
ment trempée dans une solution de gélose nutritive fondue. Cela suffit 
A faire monter de 10 4 15 mm., dans le tube capillaire, la solution qui 
s’y solidifie presque instantanément. 

La monture tubulaire étant raccordée par un tube de caoutchouc a 
la bouche de J’opérateur, ce dispositif est fixé sur le micro-manipula- 


(1) J. Comanpon et P. pE Fonsrune, ces Annales, 1938, 60, 113. 
(2) J. Comanpon, P. pz Fonprune, J. Mai, Bovurr et H. Vetu, Association 
des Microbiologistes, 7 février 1946. 
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teur, comme instrument auxiliaire. Une micro-pipette ou une anse 
étant V’instrument principal. 

En modifiant, par la bouche, la pression de l’air dans |’effilure, l’opé- 
rateur peut aisément mobiliser le cylindre de gélose et le faire sortir 
plus ou moins a ]’extérieur. 

Les opérations d’isolement et d’ensemencement se font en trois 
temps : 

1° Par les moyens ordinaires, l’opérateur isole, en chambre a huile, 
un nombre plus ou moins important de germes ou de spores dans 
aulant de fines gouttelettes séparées les unes des autres. 

2° Un de ces germes est repris par un instrument neuf et déposé 
sur le cylindre de gélose, refoulé pour cela dans ]’huile, de 1 4 2 mm. 
hors de sa gaine de verre. 

3° Enfin, ce temps consiste 4 dégager, de la chambre @ huile et du 
micro-manipulateur, l’effilure, & la prendre en main par sa monture, 
a présenter son extrémité au point A ensemencer puis, par le soufle, a 
éjecter entidrement en ce point le cylindre humide chargé du germe. 
Malgré son faible diamétre, le cylindre ne se desséche que lentement a 
lair ; aussi a-t-on tout le temps voulu pour agir sans précipitation. 
Ensuite, l’effilure est chargée & nouveau de milieu gélosé (8) et l’on 
recommence le second et le troisitme temps autant de fois qu’il reste 
de germes a ensemencer. 

Déposé sur milieu de culture solide, le cylindre de gélose est visible 
4 l’ceil nu et il repére avantageusement le point ensemencé. En bouillon, 
le germe risquerait de se détacher de la gélose. On a donc avantage a 
l’enfoncer dans l’épaisseur du cylindre. Celui-ci, faisant office de lest, 
entraine le germe au fond du tube 4 culture et l’y maintient. Pour 
certaines expériences, on pourrait aussi bien inoculer sous la peau d’un 
animal, ce boudin de gélose porteur d’un germe unique. 

Lorsqu’on fait sortir le cylindre de gélose de l’effilure, il est soumis 
aux forces capillaires qui tendent a le faire entitrement rentrer dans sa 
gaine de verre. Afin de l’immobiliser, partiellement sorti, pendant qu’on 
y dépose le germe, il convient d’équilibrer ces forces capillaires par une 
pression d’air juste suffisante. Cet équilibre est facile 4 réaliser et, pour 
le maintenir, il suffit d’interrompre la communication d’air, entre la 
bouche et l’effilure, par écrasement du tube de caoutchouc dans une 
pince (4). Mais l’attraction capillaire n’est plus la méme si l’on passe 
de lair dans l’huile ou inversement. Aussi, est-on chaque fois amené 4 
rétablir ]’équilibre des forces, ce qui peut étre incommode. Une telle 
complication est évitée si l’on a pris soin d’étrangler un peu l’effilure 
par fusion du verre, ce qui se réalise d’ailleurs aisément avec la micro- 
forge (5) ; de cette facon, le cylindre élastique subit, sur son passage au 
point rétréci, un coincement qui suffit 4 l’immobiliser une fois pour 
toutes en bonne position. 

Dans nos recherches sur Penicillium, nous avons parfois rema-qué 


(3) La provision de milieu gélosé, en tube a essai, peut étre maintenue 
en fusion dans une bouteille isolante thermos remplie d’eau chaude. 

(4) Nous utilisons aussi une seringue spéciale dont le piston est ma avec 
précision ou immobilisé au moyen dune vis. 

(5) P. pe Fonsrunr, Recherches et Inventions, Décembre 1937. 
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qu’un nombre important de spores ne germaient pas. C’est pourquoi 
nous jugeons plus indiqué d’attendre le début de la germination en 
gouttes pendantes, avant d’ensemencer en tubes. Ainsi, le nombre des 
cultures positives s’accroit-il considérablement. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoires dans les 
Annales de l’Institut Pasteur. 


Réle du systéme ganglionnaire lymphatique dans l’allergie 
tuberculinique, par R. Laporte. 


Essais de dissociation et de sélection de Penicillium notatum, 
par H. Vexu, J. Comanpon, P. pe Fonprune, M. Janot, H. Penau, 
J. Matniz et G. Bouvet. 


‘Le facteur Rh. Sa répartition chez les Parisiens et les lois de 
son hérédité, par N. Kossovrrcn et A. Eyquem. 


Recherches sur la nutrition carbonée des Azotobacter, par 
J. Pocnon et Y. T. Tcwan. 


Recherches sur les variations de propriétés enzymatiques 
chez les bactéries. I. Mutation et adaptation enzymatique 
chez E. coli mutabile, par J. Monon et A. AUDUREAU. 


Le Gérant : G. Masson. 
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